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ENGLISH

EU CAUTION: For Professional Use Only.

INDICATIONS FOR USE

Vit Kit-Freeze is intended for use in assisted reproductive procedures for vitrification and storage of human oocytes (MIl), pronuclear
(PN) zygotes through day 3 cleavage stage embryos and blastocyst stage embryos. This kit is designed for use with CryoTip
(Catalog #40709), and Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) for optimal recovery of specimens.

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

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

DSS is a protein supplement consisting of 50 mg/mL therapeutic grade Human Serum Albumin (HSA) and 20 mg/mL Dextran.
DSS is used at 20% (v/v) in Vit Kit-Freeze for a final concentration of 10 mg/mL HSA and 4 mg/mL Dextran.

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

COMPOSITION
Salts & lons Proline Other Pyridoxine
Sodium Chloride Tyrosine Adenine Sulfate Sodium Bisulfite
Sodium Phosphate Alanine Deoxyribose Folic Acid
Potassium Chloride Aspartic Acid Ribose Alpha-Tocopherol
Magnesium Sulfate Glutamic Acid Guanine Antibiotics
Sodium Acetate Isoleucine Uracil Gentamicin Sulfate
Calcium Chloride Leucine Xanthine Eneray Substrates
Choline Chloride Methionine Thymine mgge—
Ferric Nitrate Phenylalanine Hypoxanthine Inositol
Buffer Serine Adenosine
Sodium Bicarbonate Threonine Vitamins And Minerals Erotein )
HEPES \T/r’l'.pmpha" Calciferol Human Serum Albumin

i aline Ascorbic Acid Cryoprotectant
% Hydroxyproline Aminobenzoic Acid Dextran

L Cystine Nicotinic Acid Sucrose
Amino Acids Cysteine Nicotinic Acid Amide Ethylene Glycol
Glgcine Antioxidant Pantothenic Acid Dimethylsulfoxide
HiZtidine Glutathione Ripoflgvin Water
Lysine Thlqmlne WFI Quality
Biotin

QUALITY ASSURANCE

The solutions in Vit Kit-Freeze are membrane filtered and aseptically processed according to manufacturing procedures which
have been validated.

Each lot of Vit Kit-Freeze receives the following tests:
Solutions and CryoTips.
Endotoxin by Limulus Amebocyte Lysate (LAL) methodology (0.6 EU/mL)
Mouse Embryo Assay (one-cell) (= 80% expanded blastocyst)
Sterility by the current USP Sterility Test <71> (Pass)
All results are reported on a lot specific Certificate of Analysis which is available upon request.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (Catalog #40709) or HSV Straw (Catalog #25246-25251) or Cryolock™ (Catalog #CL
R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Irvine Scientific, LLC Connector (Catalog #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

+ Hyaluronidase (Catalog #90101)

+ 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 ~200um)

+  Tweezers or forceps

+ Impulse Heat Sealer

+  SYMS Sealer for HSV Straw

+ 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)
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DIRECTIONS FOR USE
Vit Kit-Freeze component requirements (per application):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pL for Oocyte Vitrification Protocol
Or
50 pL for Embryo Vitrification Protocol
+ Vitrification Solution (VS):
50 L for Vitrification Protocol
+ 1 CryoTip or HSV Straw or Cryolock (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.

1. 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
V'S 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.

2. 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:

A. OOCYTE (M) Vitrification Protocol:

NOTE 1: Retrieved oocytes are to be denuded with Hyaluronidase to confirm they are MIl.

NOTE 2: Refer to Section B for embryo vitrification protocol.

1. Aseptically dispense 20 L 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 pL total) of ES (ES1, ES2, ES3)

2. Remove the culture dish containing Ml 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.

3. 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.

4. 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.

5. Then merge the drop of ES2 (arrow 2) to the previously merged drops and leave for 2 minutes.

6. 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.

7. 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),

HSV Straw (Fig. 4), or Cryolock (Fig. 5) for loading:

NOTE: Carefully examine the vitrification device and tip before starting procedure

+ CryoTip: connect 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: connect the longer end of the blue plastic insertion device to the colored end of the handling rod.

+ Cryolock: detach the cap.

8.  The following steps (9-13) should be completed in 80-110 seconds. CAUTION: Exposure of specimens to VS should be limited
to prevent cytotoxicity. Specimen(s) tend to float in V'S, 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 6.

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.

10. Load and heat seal the CryoTip as follows (See Figure 7a):

+ 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.

o0 ksw
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+ 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 7b).

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.

Load the Cryolock as follows:

+ Using a micropipette, carefully load a maximum of 2 specimen(s) on the concave surface of the tip (same side of Cryolock
logo) about 3 mm (1/8”) from the edge of tip (use black mark as a reference), removing any excess of cryoprotectant
solution leaving as minimum volume of vitrification media as possible (< 1 pL).

+ Option A: Immediately and before immersing the Cryolock into LN,, carefully insert the tip into the cap twisting tightly
until secure

+ Option B: Immediately immerse tip and cap under LN,. Wait for bubbling to stop to allow for equilibration. Carefully insert
the tip into the cap, twisting tightly enough until secure.

NOTE: Option B not cleared for use in the U.S.

+ Quickly plunge Cryolock into liquid nitrogen.

NOTE: Always store the Cryolock with the cap facing down.

1. Place the vitrified CryoTip, HSV straw or Cryolock 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 device in
liquid nitrogen.

12. Move the LN, reservoir close to the LN, cryo-freezer and transfer the cryocane with contents to the cryo-freezer for long-term
storage.

B. EMBRYOS (PN to Blastocyst)
Vitrification Protocol:
1. Aseptically dispense one- 50 uL drop of ES on an inverted lid of Petri dish.
2. 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.

3. 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:

+ set up one-50 L drop of VS solution as shown in Fig 8 and prepare the CryoTip, HSV Straw, or Cryolock for loading.
Follow protocol as written above (Section A - Oocyte [MII] Vitrification Protocol) from steps 9 through 12 for exposure to VS
solutions, loading of CryoTip, HSV Straw, or Cryolock, 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. These procedures include the intended
application for which this device is intended.

The user facility of this device is responsible for maintaining traceability of the product and must comply with national regulations
regarding traceability, where applicable.

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 which shows evidence of damage, leaking, particulate matter, cloudiness or has shifted color.
Discard the product in accordance with applicable regulations.
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To avoid problems with contamination, handle using aseptic techniques.
Currently, research literature indicates the long-term effects of vitrification on oocytes and embryos remains unknown.
Do not use any bottle in which the sterile packaging has been compromised.

EU: Standard measures to prevent infections resulting from the use of medicinal products prepared from human blood or plasma
include selection of donors, screening of individual donations and plasma pools for specific markers of infection and the inclusion
of effective manufacturing steps for the inactivation/removal of viruses. Despite this, when medicinal products prepared from
human blood or plasma are administered, the possibility of transmitting infective agents cannot be totally excluded. This also
applies to unknown or emerging viruses and other pathogens. There are no reports of proven virus transmissions with albumin
manufactured to European Pharmacopeia specifications by established processes. It is strongly recommended that every time
Irvine Scientific, LLC Reproductive Media Products culture media are administered to a patient, the name and batch number of
the product are recorded in order to maintain a link between the patient and the batch of the product.

US: This product contains Human Serum Albumin (HSA). Human source material used in the manufacture of this product has
been tested by FDA-licensed kits and found to be non-reactive to the 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 source material as if it were capable of transmitting infection, using universal pre-cautions.
Donors of the source material have also been screened for CJD.

CONTRAINDICATION
Product contains Gentamicin Sulfate. Appropriate precautions should be taken to ensure that the patient is not sensitized to
this antibiotic.
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DEUTSCH
EU-VORSICHTSHINWEIS: Nur fir den professionellen Einsatz.

INDIKATIONEN

Vit Kit-Freeze ist fiir die Verwendung bei assistierten Reproduktionsverfahren zur Vitrifikation und Lagerung menschlicher Oozyten
(MII) und Zygoten im Vorkernstadium (PN) bis zu Embryos im Teilungsstadium am Tag 3 und Blastozystenstadium vorgesehen.
Dieses Kit ist zur Verwendung zusammen mit dem CryoTip (Bestell-Nr. 40709) und dem Vitrifikations-Auftaukit (Vit Kit-Thaw)
fur eine optimale Probengewinnung vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Equilibration Solution-ES ist eine HEPES-gepufferte Losung von Medium 199 und enthalt Gentamicinsulfat, jeweils 7,5 % (v/v)
DMSO und Ethylenglykol und 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification Solution-VS ist eine HEPES-gepufferte Losung von Medium 199 und enthélt Gentamicinsulfat, jeweils 15 % (v/v)
DMSO und Ethylenglykol, 20 % (v/v) DSS und 0,5 M Saccharose.

DSS ist ein Proteinzusatz und setzt sich aus 50 mg/ml Humanalbumin (HSA, fiir therapeutische Zwecke geeignet) und 20 mg/ml
Dextran zusammen. DSS wird zu 20 % (v/v) im Vit Kit-Freeze bei einer Endkonzentration von 10 mg/ml HSA und 4 mg/ml Dextran
verwendet.

Diese beiden Lésungen werden nacheinander gemaf dem schrittweisen Protokoll der Vitrifikation in Mikrotropfen eingesetzt.
ZUSAMMENSETZUNG

Salze und lonen Prolin Andere Pyridoxin
Natriumchlorid Tyrosin Adeninsulfat Natriumhydrogensulfit
Natriumphosphat Alanin Desoxyribose Folséure
Kaliumchlorid Asparaginsaure Ribose Alpha-Tocopherol
Magnesiumsulfat Glutaminséure Guanin Antibiotika
Natriumacetat Isoleucin Uracil Gentamicinsulfat
Calciumchlorid Leucin Xanthin E iesubstrat
Cholinchlorid Methionin Thymin ﬁgm
Eisennitrat Phenylalanin Hypoxanthin | u A?sle
Puffer Serin Adenosin nosito
oI Threonin S . . Protein
Natriumbicarbonat Vitamine und Mineralien H lbumi
HEPES \T/fylP‘OPha“ Calciferol umanaibumin
. alin ins3 Cryoprotektor

pH-Indik _ Ascorbinséure Lryoprotekior

ndikator Hydroxyprolin Aminobenzoeséure Dextran
Phenolrot :

L Cystin Nikotinséure Saccharose
w Cystein Nikotinsaureamid Ethylenglykol -
G:g”'”n Antioxidans Pantothensaure Dimethylsulfoxid

yein Glutathion Riboflavin Wasser
Histidin Thiami v —
Lysin hiamin Wasser fiir
Biotin Injektionszwecke (WFI)
QUALITATSSICHERUNG

Die Membranfilterung und aseptische Verarbeitung der Lésungen im Vit Kit-Freeze erfolgt in Ubereinstimmung mit validierten
Fertigungsverfahren.

Jede Charge von Vit Kit-Freeze durchlduft folgende Tests:

Ldsungen und CryoTips:
Endotoxin durch Limulus-Amoebozyten-Lysat-Nachweis (LAL-Methode) (< 0,6 EU/ml)
Mausembryo-Assay (einzellig) (= 80 % expandierte Blastozysten)
Sterilitat durch aktuellen USP-Sterilitatstest <71> (Bestanden)

Alle Ergebnisse sind einer chargenspezifischen Analysebescheinigung zu entnehmen, die auf Anfrage erhaltlich ist.

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE JEDOCH NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND:

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (Bestell-Nr. 40709) oder HSV Straw (Bestell-Nr. 25246-25251) oder Cryolock™
(Bestell-Nr. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC Verbindungsstlick (Bestell-Nr. 40736) oder anderer Adapter

+  Sterile Petrischalen (50 X 9 mm, Falcon 351006 oder gleichwertig)

+ Kryordhrchen (4,5 ml) oder Becher und ,Cryocanes” (Kryordhrchen-Halter)

+ Modified HTF - HEPES (Bestell-Nr. 90126), proteinhaltiges Kulturmedium

+ Hyaluronidase (Bestell-Nr. 90101)

+ Einmalhandschuhe

+ Hamilton GASTIGHT®-Spritze (50 pl, Bestell-Nr. 80901) oder anderes Aspirationsinstrument

+ Transferpipetten (Pipetten aus gezogenem Glas oder Mikropipetten-Spitzen mit einem Innendurchmesser von ca. 200 um)

+  Pinzetten

+ Impuls-HeiRsiegelgerat

+ SYMS-Siegelgerat fiir HSV Straw

+  Stoppuhr oder Zeitgeber
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Flussigstickstoff-Vorratsbehélter (Dewar- oder Styroporbehalter mit Deckel, Volumen 1-2 1)
Flussigstickstoff (ausreichendes Volumen fiir eine Tiefe von ca. 4 Zoll (10 cm) im Vorratsbehélter)

GEBRAUCHSANWEISUNG
Vit Kit-Freeze Komponentenbedarf (pro Anwendung):

Equilibration Solution (ES):

60 pl fiir Oozyten-Vitrifikationsprotokoll

oder

50 pl fiir Embryo-Vitrifikationsprotokoll

Vitrification Solution (VS):

50 pl fiir Vitrifikationsprotokoll

1 CryoTip oder HSV Straw oder Cryolock (Aufbewahrung von bis zu 2 Proben)
1 Verbindungsstlick

VITRIFIKATIONSPROTOKOLL:

HINWEIS: Die Verfahren sind bei Raumtemperatur (20-27 °C) durchzufiihren. KEINEN erwérmten Objekttrager bei den
folgenden Verfahren verwenden. VORSICHT: Die Proben bei einer Aquilibrierung in ES- und VS-Lésungen so weit wie moglich
vor Lichtexposition schiitzen.

1.

o0 ksw

A

Die bendtigte Menge ES und VS auf Raumtemperatur (20-27 °C) bringen. HINWEIS: Es sollte vermieden werden,
die Flaschchen mit der gesamten Menge an ES und VS wiederholt auf Raumtemperatur zu bringen, wenn jeweils nur ein
Teil davon gebraucht wird. Es ist besser, nur die benétigte Menge zu entnehmen und die Flaschchen gleich nach der
Entnahme wieder bei 2-8 °C kihl zu stellen. Proteinhaltiges Modified HTF (HEPES) ist auch fiir das Oozyten-
Vitrifikationsprotokoll erforderlich.

Den Flissigstickstoffbehalter mit Flussigstickstoff fiillen (so viel, dass eine Tiefe von 4 Zoll (10 cm) erreicht wird oder dass die
Kryoréhrchen am Cryocane vollstandig eingetaucht werden kénnen) und neben dem Mikroskop aufstellen. Ein Kryoréhrchen
oder einen Becher (ohne Deckel) an der unteren Klemme eines Cryocanes befestigen und in Fliissigstickstoff tauchen,
um die Lagerung der vitrifizierten Proben vorzubereiten.

Die Anzahl der zu vitrifizierenden Proben ermitteln.

Jede sterile Petrischale (bzw. jeden Deckel) und die Kryolagerungsvorrichtung mit den notwendigen Informationen beschriften.
Vor dem Gebrauch den Inhalt jedes Flaschchens mit ES und VS durch zweimaliges vorsichtiges Umdrehen mischen.

Die Schale mit Tropfchen der Losung fir das Vitrifikationsverfahren wie folgt vorbereiten:

Vitrifikationsprotokoll fir OOZYTEN (MIl):

HINWEIS 1: Entnommene Oozyten miissen mit Hyaluronidase freigelegt werden, um zu bestétigen, dass es sich um Ml handelt.
HINWEIS 2: Das Vitrifikationsprotokoll fiir Embryos ist Abschnitt B zu entnehmen.

1.

Unter Einsatz einer aseptischen Technik jeweils einen 20-pl-Tropfen Kulturmedium, proteinhaltiges Modified HTF — HEPES
und ES dicht nebeneinander auf den umgedrehten Deckel einer sterilen Petrischale geben, wie in Abbildung 1 dargestellt,
und die Schale auf den Objekttréger stellen:

+ Ein 20-pl-Tropfen Modified HTF (proteinhaltiges HEPES)

+ Drei 20-pl-Tropfen (insgesamt 60 pl) ES (ES1, ES2, ES3)

Die Kulturschale mit den MIl-Oozyten aus dem Inkubator entnehmen und die Qualitét der Proben unter dem Mikroskop

prufen. Mdglichst nur die hochwertigste(n) Oozyte(n) im MII-Stadium auswahlen.

VORSICHT: Die Probe(n) wahrend der Aquilibrierung in H-, ES- und VS-Tropfen so weit wie mdglich vor Lichtexposition

schiitzen.

Die Oozyte(n) (bis zu 2 gleichzeitig) mit einem minimalen Medienvolumen aus der Kulturschale (im Inkubator) auf den

20-pl-Tropfen H dberfiihren und eine Minute warten.

Den H-Tropfen mithilfe der Spitze der Transferpipette zum ES1 geben (siehe Abb. 1, Pfeil 1) und 2 Minuten warten, um eine

spontane Mischung beider Lésungen zu erméglichen.

Dann den Tropfen ES2 (Pfeil 2) zu den zuvor gemischten Tropfen geben und 2 Minuten warten.

Die Oozyte(n) mit minimalem Lésungsvolumen aus dem gemischten Tropfen auf den ES3-Tropfen iiberfihren und 6-10 Minuten

warten. Hinweis: Die Aquilibrierung der Oozyte(n) in ES3 ist beendet, wenn die Dicke von Zona pellucida und perivitellinem

Spalt iibereinstimmen. Oozyten setzen sich im Tropfen innerhalb von 3 Minuten nach unten ab.

Wahrend der Aquilibrierungszeit in ES3:

Unter Einsatz einer aseptischen Technik 2 Minuten vor Abschluss der Aquilibrierung einen (1) 50-ul-Tropfen VS abgeben

und den CryoTip (Abb. 3), HSV Straw (Abb. 4) oder Cryolock (Abb. 5) zum Beladen vorbereiten:

HINWEIS: Das Vitrifikationsgerat und die Spitze vor Start des Verfahrens sorgfaltig prifen.

+ CryoTip: Mithilfe eines Verbindungsstiicks oder eines Adapters auf eine Hamilton-Spritze oder ein geeignetes
Aspirationsinstrument aufsetzen, um eine zuverldssige Abdichtung sicherzustellen. HINWEIS: Die Metallschutzhiille
Uber der feinen gezogenen Spitze belassen, um sie bis zum Laden der Proben zu schiitzen.

+ HSV Straw: Das langere Ende der blauen Kunststoff-Einfihrhilfe mit dem farbigen Ende des Handhabungsstabs verbinden.

+ Cryolock: Die Kappe abnehmen.

Folgende Schritte (9-13) sind innerhalb von 80-110 Sekunden durchzufiihren. VORSICHT: Die Proben sollten VS nur begrenzt

ausgesetzt werden, um eine Zytotoxizitat zu vermeiden. Proben neigen dazu, in VS zu schweben; daher sollte das Mikroskop

so fokussiert werden, dass wahrend der Exposition eine kontinuierliche Visualisierung aufrechterhalten bleibt. AuBerdem
die Spitze der Transferpipette in der Nahe halten, um einen schnellen Transfer zwischen den VS-Tropfen zu gewahrleisten.

Siehe Abbildung 6.
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12.

Nach Abschluss der Aquilibrierung in ES etwas ES in die Transferpipette aufziehen und die Probe(n) filr einen Zeitraum von

30 Sekunden mit einem minimalem Volumen vom ES-Tropfen auf den VS-Tropfen Uberfiihren.

Den CryoTip wie folgt beladen und heiRversiegeln (siehe Abbildung 7a):

+ Die Metallschutzhiille entlang des CryoTip nach oben schieben, um das feine, empfindliche Ende der Spitze freizulegen.

+ Den CryoTip und die Hamilton-Spritze unter dem Mikroskop beobachten und vorsichtig eine kleine Menge VS bis zur
Markierung Nr. 1 auf dem CryoTip aspirieren.

+ Die Beobachtung unter dem Mikroskop fortsetzen und vorsichtig die Probe mit VS bis zur Markierung Nr. 2 auf dem
CryoTip aspirieren.

+ Jetzt den CryoTip direkt beobachten und eine weitere Menge VS bis zur Markierung Nr. 3 aspirieren.

+ Die Probe muss sich zwischen Markierung Nr. 2 und Markierung Nr. 3 befinden.

+ Den CryoTip an (oder knapp unterhalb) der Markierung Nr. 1 heiversiegeln (Versiegelung Nr. 1) und zum Schutz der
feinen, empfindlichen Spitze die Schutzhiille wieder nach unten schieben.

+ Den CryoTip vorsichtig vom Aspirationsinstrument und Adapter entfernen und dann am breiten Ende des CryoTip tber
der Markierung Nr. 4 heiBversiegeln (Versiegelung Nr. 2).

+Den abgedeckten CryoTip direkt in Fliissigstickstoff tauchen (mit einer Kiihigeschwindigkeit von —12.000 °C/Min. abkiihlen)
(siehe Abbildung 7b).

Den HSV Straw wie folgt beladen und versiegeln:

+ Die Proben mit einer Mikropipette vorsichtig 1 mm vom Ende entfernt auf die Rinne des Kapillarstabs aufbringen.
Das Volumen des Tropfens mit der (den) Probe(n) muss weniger als 0,5 pl betragen. Maximal 2 Oozyten oder Embryos
pro Kapillarstab.

+ Den Kapillarstab und die Handhabungsvorrichtung unverziglich in den Straw einfiihren und solange schieben, bis der
rechteckige Teil der Handhabungsvorrichtung mit dem ausgestellten Ende des Straws in Kontakt kommt.

+ Den Straw zwischen Daumen und Zeigefinger leicht zusammendriicken und die Einfiihrhilfe entfernen.

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

+ Den Straw mit einer Pinzette im Bereich des Handhabungsstabs halten.

+ Den gesamten Straw schnell senkrecht in LN, eintauchen. Den Straw vorsichtig fiir einige Sekunden in LN, bewegen,
um zu vermeiden, dass sich eine isolierende Luftschicht um den Straw herum bildet.

Den Cryolock wie folgt beladen:

+ Mit einer Mikropipette vorsichtig maximal 2 Proben etwa 3 mm (1/8") von der Kante der Spitze entfernt (schwarze
Markierung als Referenz verwenden) auf die konkave Oberflache der Spitze (die Seite, auf der sich das Cryolock-Logo
befindet) laden. Hierzu alle Uberschissigen Reste an Kélteschutzlésung entfernen und eine maglichst geringe Menge
an Vitrifikationsmedium beibehalten (< 1 pl).

+ Option A: Unverziglich und vor dem Eintauchen des Cryolock in LN, vorsichtig die Spitze in die Kappe setzen und
festdrehen, bis sie fest sitzt.

+ Option B: Spitze und Kappe unverziglich in LN, eintauchen. Warten, bis sich keine Blasen mehr bilden, um eine
Aquilibrierung zu ermdglichen. Die Spitze in die Kappe setzen und fest genug drehen, bis sie fest sitzt.

HINWEIS: Anwendung von Option B ist in den USA nicht zugelassen.

+Den Cryolock schnell in Fliissigstickstoff eintauchen.

HINWEIS: Den Cryolock immer mit nach unten gerichteter Kappe aufbewahren.

Den vitrifizierten CryoTip, HSV Straw oder Cryolock im eingetauchten, mit LN, gefiillten KryorShrchen oder im Becher

(am Cryocane) platzieren. Das Kryordhrchen (oder den Becher) mit dem Deckel verschlieRen oder umdrehen und mit einem

anderen deckellosen Kryordhrchen befestigen, um das vitrifizierte Geréat in Flissigstickstoff zu sichern.

Den LN,-Behélter neben dem LN,-Kryogefrierer aufstellen und den Cryocane mitsamt Inhalt fiir eine langfristige Aufbewahrung

der Proben in den Kryogefrierer tiberfiihren.

B. EMBRYOS (PN bis Blastozysten):

1.
2.

3.

Vitrifikationsprotokoll:

Unter Einsatz einer aseptischen Technik einen 50-pl-Tropfen ES auf den umgedrehten Deckel einer Petrischale geben.

Die Kulturschale mit dem (den) Embryo(s) aus dem Inkubator entnehmen und die Qualitat der Probe(n) unter dem Mikroskop

priifen. Moglichst nur den (die) hochwertigsten Embryo(s) fiir die Vitrifikation auswahlen.

Die Probe(n) (bis zu zwei gleichzeitig) vorsichtig mit einem minimalen Medienvolumen von der Kulturschale auf den Tropfen

ES Uberfiihren und den Zeitgeber starten.

Embryos sollten im ES-Tropfen langsam durch freien Fall 610 Minuten lang &quilibrieren.

Hinweis: Die Proben schrumpfen und kehren dann schrittweise wieder zur urspriinglichen GréRe zuriick. Dies weist darauf

hin, dass die Aquilibrierung abgeschlossen ist.

VORSICHT: Proben bei einer Aquilibrierung in ES- und VS-Tropfen so weit wie mdglich vor Lichtexposition schiitzen.

Wahrend dieser Aquilibrierungszeit in ES:

+  Wie in Abb. 8 dargestellt einen 50-pl-Tropfen VS-Ldsung bereitstellen und den CryoTip, HSV Straw oder Cryolock zum
Beladen vorbereiten.

Das oben beschriebene Protokoll (Abschnitt A — Vitrifikationsprotokoll fiir Oozyten [MII]) von Schritt 9 bis 12 zur Exposition
in VS-Ldsungen, dem Beladen von CryoTip, HSV Straw oder Cryolock, dem Eintauchen in LN, und zur Langzeitlagerung befolgen.
Weitere Einzelheiten zum Gebrauch dieser Produkte sind den Verfahren und Vorschriften des jeweiligen Labors zu entnehmen,
die eigens firr das jeweilige medizinische Programm entwickelt und optimiert wurden.
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LAGERUNGSANWEISUNGEN UND STABILITAT

Die ungedffneten Flaschchen bei 2 °C bis 8 °C gekiihlt lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung sind die Lésungen des Vitrifikations-
Einfrierkits bis zu dem auf der Kennzeichnung der Flaschchen angegebenen Verfallsdatum stabil.

Die Medien nach Offnen der Behalter nicht Ianger als acht (8) Wochen verwenden.

Da menschliches Ausgangsmaterial im Produkt vorhanden ist, kdnnen sich wéhrend der Lagerung sichtbare Partikel bilden.
Diese Partikel haben keinen nachweislichen Einfluss auf die Produktleistung.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

Dieses Produkt ist fiir den Gebrauch durch Personal vorgesehen, das in assistierten Reproduktionsverfahren geschult ist.
Zu diesen Verfahren zahlt der Anwendungsbereich, fiir den dieses Produkt vorgesehen ist.

Die Einrichtung des Anwenders ist fiir die Riickverfolgbarkeit des Produkts verantwortlich und muss alle einschlagigen geltenden
Bestimmungen zur Riickverfolgbarkeit einhalten.

Als zusétzliche Vorsichtsmanahme wahrend der Vorbereitung ist zu empfehlen, jeden CryoTip nach Entnahme aus der Verpackung
einer griindlichen Sichtpriifung zu unterziehen. Vor Gebrauch sollten die CryoTips unter geeigneter (40-facher) VergréRerung auf
mdgliche Schaden (z. B. Spitzenbriiche oder Risse) untersucht werden, die beim Transport aufgetreten sein kénnten.

Flaschchen mit Losung, die Schaden oder Leckagen aufweisen, sichtbare Partikel enthalten, getriibt sind oder deren Farbe
verandert ist, nicht verwenden. Das Produkt gem&R den geltenden Bestimmungen entsorgen.

Um Kontaminationsprobleme zu vermeiden, bei der Handhabung immer aseptische Techniken einsetzen.

Aus der aktuellen Forschungsliteratur geht hervor, dass die Langzeitwirkungen der Vitrifikation auf Oozyten und Embryos immer
noch unbekannt sind.

Keine Flaschen verwenden, deren Sterilverpackung beschadigt wurde.

EU: Zu den Standardmafnahmen zur Pravention von Infektionen infolge der Verwendung von Arzneimitteln, die aus menschlichem
Blut oder Plasma hergestellt sind, gehdren die Auswahl der Spender, die Untersuchung der einzelnen Blutspenden und der
Plasmapools hinsichtlich spezifischer Infektionsmarker und die Durchfiihrung wirksamer Schritte wahrend der Herstellung zur
Inaktivierung/Entfernung von Viren. Dessen ungeachtet kann die Maglichkeit der Ubertragung infektidser Erreger bei Verabreichung
von Arzneimitteln, die aus menschlichem Blut oder Plasma hergestellt sind, nicht génzlich ausgeschlossen werden. Dies gilt auch
fir unbekannte oder neu auftretende Viren und sonstige Pathogene. Es liegen keine Berichte (iber bestatigte Virusibertragungen
mit Albumin vor, das nach den Spezifikationen des Europaischen Arzneibuchs mit etablierten Verfahren hergestellt wurde. Es
wird dringend empfohlen, dass bei jeder Verwendung eines Reproduktionsmediums von Irvine Scientific, LLC fir Patienten der
Name und die Chargenbezeichnung des Produktes protokolliert werden, um nachverfolgen zu kdnnen, welche Produktcharge
bei welchem Patienten angewendet wurde.

USA: Dieses Produkt enthalt Humanalbumin (HSA). Fiir die Herstellung dieses Produkts verwendetes Material menschlichen
Ursprungs wurde mit von der FDA zugelassenen Testkits geprift und erwies sich als nicht reaktiv im Hinblick auf Antikbrper gegen
Hepatitis C (HCV) und Antikdrper gegen das humane Immundefizienz-Virus (HIV). Kein Testverfahren kann jedoch mit vollstandiger
Sicherheit ausschlieBen, dass Produkte menschlichen Ursprungs infektiés sind. Alle Materialien menschlichen Ursprungs sind
unter Einhaltung der universellen Vorsichtsmafnahmen so zu handhaben, als ob sie eine Infektion bertragen kénnten. Spender
der Ausgangsmaterialien wurden auch auf Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) Uberprift.

KONTRAINDIKATIONEN
Das Produkt enthalt Gentamicinsulfat. Es ist anhand angemessener Vorsichtsmanahmen sicherzustellen, dass der Patient keine
Sensitivitat gegenlber diesem Antibiotikum aufweist.

DEUTSCH 4/4



ITALIANO

AVVERTENZA PER L’UE: solo per uso professionale.

INDICAZIONI PER L'USO

Vit Kit-Freeze ¢ indicato per I'uso nelle tecniche di riproduzione assistita per la vitrificazione e la conservazione di ovociti umani
(MI1), embrioni tra lo stadio di zigoti pronucleati (PN) e la fase di clivaggio al giorno 3, ed embrioni allo stadio di blastocisti. Questo kit
¢ destinato all'uso con CryoTip (n. di catalogo 40709) e il kit Vitrification Thaw (Vit Kit-Thaw) per un recupero ottimale dei campioni.

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

Equilibration Solution-ES ¢ una soluzione tamponata con HEPES di Medium-199 contenente gentamicina solfato, 7,5% (v/v)
ciascuno di DMSO e glicole etilenico, e 20% (v/v) di Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification Solution-VS & una soluzione tamponata con HEPES di Medium-199 contenente gentamicina solfato, 15% (v/v)
ciascuno di DMSO e glicole etilenico, 20% (v/v) di DSS e 0,5 M di saccarosio.

Il DSS & un integratore proteico costituito da 50 mg/ml di albumina sierica umana (HSA) di classe terapeutica e 20 mg/ml
di destrano. Viene usato al 20% (v/v) in Vit Kit-Freeze per una concentrazione finale di 10 mg/ml di HSA e di 4 mg/m| di destrano.
Queste due soluzioni sono formulate per essere usate in sequenza in base al protocollo di vitrificazione graduale in microgoccia.

COMPOSIZIONE
Sali e ioni Prolina Altro Piridossina
Cloruro di sodio Tirosina Solfato di adenina Bisolfato di sodio
Fosfato di sodio Alanina Desossiribosio Acido folico
Cloruro di potassio Acido aspartico Ribosio Alfa-tocoferolo
Solfato di magnesio Acido glutammico Guanina Antibiotici
Acetato di sodio Isoleucina Uracile Gentamicina solfato
Cloruro di calcio Leucina Xantina . -
Cloruro di colina Metionina Timina w
Nitrato ferrico Fenilalanina Ipoxantina ﬁg;?;l'g
Tampone Serine_1 Adenosina .
Bicarbonato di sodio Treonina Vitamine e minerali Proteina
HEPES \T/r'lptOfano Calciferolo Albumina sierica umana

. . alina Acido ascorbico Crioproteggente
::dlcaww Idrossiprolina Acido amminobenzoico Destrano

osso fenolo Cisti o i

o istina Acido nicotinico Saccarosio
Aminoacidi Cisteina Ammide di acido nicotinico  Glicole etilenico
g:?;inn'ga Antiossidante Acido pantotenico Dimetilsolfossido
Istidina Glutatione Rlibof.lavina Acqua
Lisina Tiamina Qualita WFI

Biotina (Acqua per iniezioni)

GARANZIA DI QUALITA
Le soluzioni di Vit Kit-Freeze sono filtrate su membrana e preparate in asepsi mediante processi di produzione convalidati.

Tutti i lotti di Vit Kit-Freeze sono sottoposti ai seguenti test.
Soluzioni e CryoTip.
Endotossine, mediante saggio del lisato di amebociti di Limulus (LAL) (< 0,6 EU/mI)
Saggio su embrioni unicellulari di topo (con = 80% di blastocisti espanse)
Sterilita, mediante I'attuale test apposito USP <71> (esito positivo)
Tutti i risultati sono riportati in un Certificato di analisi specifico per ogni lotto, disponibile su richiesta.

MATERIALI NECESSARI MA NON IN DOTAZIONE

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (n. di catalogo 40709) o paillette HSV (n. di catalogo 25246-25251) o Cryolock™
(n. di catalogo CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Irvine Scientific, LLC Connector (n. di catalogo 40736) o altro adattatore

+ Piastre di Petri sterili (50 x 9 mm, Falcon 351006 o equivalenti)

+ Crioprovette (4,5 ml) o goblet e supporti CryoCane

+ Terreno di coltura HTF - HEPES modificato (n. di catalogo 90126) con integratore proteico

+ laluronidasi (n. di catalogo 90101)

+ Guanti monouso

+ Siringa Hamilton GASTIGHT® (50 ul, n. di catalogo 80901) o altro dispositivo di aspirazione

+ Pipette di trasferimento (pipette in vetro tirato o puntali per micropipetta con diametro interno del puntale di 200 um circa)

+ Pinzette o pinze

+ Sigillatore a caldo a impulsi

+ Sigillatore SYMS per paillette HSV

+ Cronometro o timer

+ Serbatoio contenente azoto liquido (contenitore dewar o in polistirolo con coperchio, volume di 1-2 litri)

+ Azoto liquido (volume sufficiente per ottenere una profondita di 4 pollici [10 cm] nel serbatoio)
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ISTRUZIONI PER L’'USO
Requisiti relativi ai componenti di Vit Kit-Freeze (per applicazione)
+ Equilibration Solution (ES):
60 pl per il protocollo di vitrificazione degli ovociti
oppure
50 pl per il protocollo di vitrificazione degli embrioni
+ Vitrification Solution (VS):
50 pl per il protocollo di vitrificazione
+ 1 CryoTip, paillette HSV o Cryolock (permette di conservare fino a 2 campioni)
+ 1 connettore

PROTOCOLLO DI VITRIFICAZIONE

NOTA - Le procedure devono essere eseguite a temperatura ambiente (20-27 °C). Per le seguenti procedure, NON usare
un tavolino traslatore del microscopio riscaldato. ATTENZIONE - Ridurre al minimo I'esposizione del campione alla luce durante
I'equilibratura nelle soluzioni ES e VS.

1. Portare a temperatura ambiente (20-27 °C) la quantita di ES e VS da utilizzare. NOTA - Evitare di portare ripetutamente
a temperatura ambiente interi flaconi di ES e VS quando & necessario usare solo una parte delle soluzioni. E preferibile
prelevare la quantita da utilizzare e rimettere immediatamente i flaconi in frigorifero a 2-8 °C. Per il protocollo di vitrificazione
degli ovociti € necessario anche HTF modificato (HEPES).

2. Riempire I'apposito serbatoio con azoto liquido (in quantita sufficiente per raggiungere una profondita di 4 pollici [10 cm]
o per immergere completamente la crioprovetta su supporto) e collocarlo accanto al microscopio. Fissare una crioprovetta
o un goblet (senza tappo) nell’alloggiamento inferiore di un supporto CryoCane e immergerlo nell’azoto liquido per prepararlo
alla conservazione dei campioni vitrificati.

3. Determinare il numero di campioni da vitrificare.

4. Riportare le informazioni necessarie su ciascuna piastra di Petri (o coperchio) sterile e su ciascun dispositivo
di crioconservazione.

5. Prima dell'uso, capovolgere delicatamente due volte i flaconi di ES e VS per mescolarne il contenuto.

6. Preparare la piastra con gocce di soluzione per la procedura di vitrificazione come descritto qui di seguito.

A. Protocollo di vitrificazione degli OVOCITI (MII)

NOTA 1 - Gli ovociti recuperati devono essere decumulati con ialuronidasi per confermare che si trovano allo stadio di MII.

NOTA 2 - Per il protocollo di vitrificazione degli embrioni, vedere la Sezione B.

1. Dispensare in modo asettico gocce da 20 pl di terreno di coltura, HTF - HEPES modificato, con integratore proteico
e ES in prossimita sul coperchio capovolto di una piastra di Petri sterile come mostrato nella Figura 1, e collocare la piastra
sul tavolino traslatore del microscopio:

+ una goccia da 20 pl di HTF modificato (HEPES con integratore proteico);
+ tre gocce da 20 pl (60 pl in totale) di ES (ES1, ES2, ES3).

2. Estrarre dall'incubatore la piastra di coltura contenente gli ovociti allo stadio di MIl e verificare la qualita dei campioni
al microscopio. Ove possibile, selezionare solo gli ovociti allo stadio di MII della migliore qualita.

ATTENZIONE - Ridurre al minimo I'esposizione dei campioni alla luce durante I'equilibratura nelle gocce di H, ES e VS.

3. Trasferire uno o piu ovociti (fino a 2 alla volta), con un volume minimo di terreno, dalla piastra di coltura (nell'incubatore)
alla goccia da 20 pl di H per un minuto.

4. Unire tra loro le gocce di H e ES1 (vedere la Figura 1, freccia 1) con la punta della pipetta di trasferimento e consentire
la miscelazione spontanea delle due soluzioni per 2 minuti.

5. Unire quindi la goccia di ES2 (freccia 2) alle gocce unite in precedenza e lasciare riposare per 2 minuti.

6. Trasferire I'ovocita o gli ovociti, con un volume minimo di soluzione prodotta dall’'unione delle gocce precedenti, alla goccia
di ES3 per 6-10 minuti. Nota — L'equilibratura dell'ovocita o degli ovociti nella goccia di ES3 & completa quando lo spessore
della zona pellucida & uguale a quello dello spazio perivitellino. Gli ovociti si sistemano sul fondo della goccia entro 3 minuti.

7. Durante il periodo di equilibratura in ES3:
dispensare in modo asettico una (1) goccia da 50 pl di VS 2 minuti prima dell’equilibratura completa e preparare il CryoTip
(Fig. 3), la paillette HSV (Fig. 4) o il Cryolock (Fig. 5) per il caricamento:

NOTA - Prima di iniziare la procedura, esaminare attentamente il dispositivo di vitrificazione.

+ CryoTip: collegarlo alla siringa Hamilton oppure a un appropriato dispositivo di aspirazione mediante un connettore
0 un adattatore per assicurare una chiusura ermetica. NOTA — Mantenere il coperchio metallico sopra la punta sottile
in vetro tirato per proteggerla finché non si & pronti a caricare i campioni.

+ Paillette HSV: collegare I'estremita piu lunga del dispositivo di inserimento in plastica all'estremita colorata dell’asta
di manipolazione.

+ Cryolock: togliere il tappo.

8. Iseguenti passaggi(da 9 a 13) devono essere eseguiti nel giro di 80-110 secondi. ATTENZIONE - L'esposizione dei campioni
alla VS deve essere limitata per evitare effetti citotossici. | campioni tendono a galleggiare nella VS; regolare quindi la messa
a fuoco del microscopio in modo da mantenere la visualizzazione continua durante I'esposizione e tenere vicina la punta
della pipetta di trasferimento per assicurare il trasferimento rapido da una goccia all'altra della VS. Vedere la Figura 6.

9. Una volta completata I'equilibratura nella ES, aspirare una certa quantita di quest'ultima nella pipetta di trasferimento
e trasferire i campioni di volume minimo dalla goccia di ES nella goccia di VS per 30 secondi.
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12.

Caricare e sigillare a caldo il CryoTip come segue (vedere la Figura 7a):

+ Fare scorrere in su la guaina metallica di copertura lungo il CryoTip per esporre 'estremita in vetro tirato della punta
sottile.

+ Usando la siringa Hamilton sul CryoTip mentre si osservano i componenti al microscopio, aspirare con attenzione
un piccolo volume di VS sino al segno n. 1 sul CryoTip.

+ Continuando I'osservazione al microscopio, aspirare delicatamente il campione con VS sino al segno n. 2 sul CryoTip.

+ Osservare il CryoTip direttamente e aspirare un’ulteriore quantita di VS sino al segno n. 3.

+ |l campione deve trovarsi fra i segnin. 2 e n.3.

+ Sigillare a caldo (sigillatura n. 1) il CryoTip sul segno n. 1 (o appena al disotto) e fare scorrere in gil la guida di copertura
per coprire e proteggere I'estremita in vetro tirato della punta sottile.

+ Estrarre con attenzione il CryoTip dall’adattatore e dal dispositivo di aspirazione, quindi sigillare a caldo (sigillatura n. 2)
all'estremita spessa del CryoTip sopra il segno n. 4.

+ Immergere il CryoTip coperto direttamente in azoto liquido (velocita di raffreddamento pari —12.000 °C/min)
(vedere la Figura 7b).

Caricare e sigillare la paillette HSV come segue:

+Con una micropipetta, depositare con attenzione i campioni nel canale del tubo capillare a 1 mm di distanza dall’'estremita.
La goccia contenente i campioni deve avere volume inferiore a 0,5 pl. Non piui di due 2 ovociti 0 embrioni per ciascun
tubo capillare.

+ Posizionare immediatamente il tubo capillare e il dispositivo di inserimento nella paillette, e spingere finché la parte
rettangolare del dispositivo stesso non va a contatto dell’estremita svasata della paillette.

+ Pizzicare delicatamente la paillette tra il pollice e un altro dito ed estrarre il dispositivo di inserimento.

+ Tenendo la paillette in posizione, sigillare I'estremita aperta con una sigillatrice SYMS.

+ Tenere la paillette con delle pinzette all'altezza dell’asta di manipolazione.

* Immergere rapidamente l'intera paillette nell'azoto liquido (LN,) mantenendola in posizione verticale e agitarla delicatamente
per alcuni secondi in modo da evitare la formazione di uno strato di bolle d’aria isolante attorno alla stessa.

Caricare il Cryolock come segue:

+Con una micropipetta, caricare delicatamente un massimo di 2 campioni sulla superficie concava della punta (stesso lato
del logo Cryolock) a circa 3 mm (1/8") dal margine della punta stessa (usare il segno nero come riferimento), eliminando
I'eventuale soluzione crioprotettiva in eccesso e lasciando il volume minore possibile (< 1 ul) del terreno di vitrificazione.

+ Opzione A: prima di immergere il Cryolock in LN,, inserire immediatamente e con attenzione la punta nel tappo, girandolo
strettamente finché non & ben saldo.

+ Opzione B: immergere immediatamente la punta e il tappo in LN, Attendere che la formazione di bolle cessi, per consentire
I'equilibratura. Inserire con attenzione la punta nel tappo, girandolo strettamente finché non é ben saldo.
NOTA - L'opzione B non ¢ stata approvata per 'uso negli USA.

+ Immergere rapidamente il Cryolock in azoto liquido.
NOTA - Conservare sempre il Cryolock con il tappo rivolto verso il basso.

Porre il CryoTip, la paillette HSV o il Cryolock vitrificati nella crioprovetta o nel goblet (sul CryoCane) sommerso pieno

di LN,. Tappare la crioprovetta (o il goblet) o collegarla, capovolta, a un‘altra crioprovetta priva di tappo per fissare

il dispositivo vitrificato in azoto liquido.

Spostare il serbatoio di LN, vicino al criocongelatore a LN, e trasferirvi il supporto CryoCane e il relativo contenuto per

la conservazione a lungo termine.

B. EMBRIONI (da PN a blastocisti)

1.
2.

3.

Protocollo di vitrificazione

Dispensare in modo asettico una goccia da 50 pl di ES sul coperchio capovolto di una piastra di Petri.

Estrarre dall’incubatore la piastra di coltura contenente 'embrione o gli embrioni e verificare la qualita dei campioni

al microscopio. Ove possibile, selezionare solo gli embrioni della migliore qualita ai fini della vitrificazione.

Trasferire con attenzione il campione (fino a due alla volta), con un volume minimo di terreno, dalla piastra di coltura alla

goccia di ES e avviare il timer.

L'equilibratura degli embrioni deve avvenire lentamente nella goccia di ES, in caduta libera, per 6-10 minuti.

Nota - Il campione si contrae e torna quindi gradualmente alle dimensioni originali; a questo punto, I'equilibratura & completa.

ATTENZIONE - Ridurre al minimo 'esposizione dei campioni alla luce durante I'equilibratura nelle gocce di ES e VS.

Durante questo periodo di equilibratura in ES:

+ preparare una goccia da 50 pl di soluzione VS come mostrato nella Fig. 8 e preparare il CryoTip, la paillette o il Cryolock
per il caricamento.

Seguire il protocollo sopra descritto (Sezione A - Protocollo di vitrificazione di ovociti [MI]) dal punto 9 al punto 12 per I'esposizione
alle soluzioni VS, il caricamento del CryoTip, della paillette HSV o del Cryolock, 'immersione in LN, e la conservazione a lungo
termine.

Per ulteriori dettagli sull’'uso di questi prodotti, il laboratorio deve consultare le procedure e i protocolli specificamente sviluppati
e ottimizzati per il proprio programma medico.
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ISTRUZIONI PER LA CONSERVAZIONE E STABILITA

Conservare le fiale non aperte in frigorifero a una temperatura compresa tra 2 °C e 8 °C. Se conservate secondo le istruzioni,
le soluzioni del Vitrification Freeze Kit sono stabili fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta dei flaconi.

Non utilizzare i terreni per oltre otto (8) settimane dall’apertura dei contenitori.

Il prodotto contiene materiale di origine umana; € quindi possibile assistere alla formazione di particolato in fase di conservazione.
Questo particolato non ha alcun effetto noto sulle prestazioni del prodotto.

PRECAUZIONI E AVVERTENZE
Questo prodotto deve essere utilizzato da personale debitamente addestrato alle tecniche di riproduzione assistita. Queste
tecniche includono I'applicazione prevista del prodotto.

La struttura che utilizza questo prodotto & responsabile del mantenimento della sua rintracciabilita e, ove applicabile, deve agire
in ottemperanza alle norme di legge sulla rintracciabilita.

Come precauzione supplementare durante la procedura di preparazione, si consiglia di esaminare con attenzione ciascun CryoTip
nel momento in cui lo si estrae dalla confezione. Prima dell'uso, i CryoTip devono essere esaminati al microscopio (ingrandimento
di 40x) per escludere la presenza di eventuali danni (quali rotture o incrinature della punta) dovuti al trasporto.

Non utilizzare flaconi di soluzione con evidenti danni, perdite, particolato, torbidita o variazioni di colore. Smaltire il prodotto
ai sensi delle norme applicabili.

Per evitare problemi di contaminazione, maneggiare il prodotto utilizzando tecniche asettiche.

Ad oggi, secondo la letteratura scientifica, gli effetti a lungo termine della vitrificazione sugli ovociti e sugli embrioni rimangono
sconosciuti.

Non usare flaconi la cui confezione sterile sia stata compromessa.

UE: le misure standard per la prevenzione delle infezioni derivanti dall'utilizzo di prodotti medicinali preparati con sangue
o plasma umano includono la selezione dei donatori, lo screening delle singole donazioni e dei pool di plasma per il rilevamento
di specifici marcatori di infezione, e I'inclusione di fasi della produzione efficaci ai fini dell'inattivazione e dell’eliminazione dei
virus. Nonostante cio, con la somministrazione di un prodotto medicinale preparato da plasma o sangue umano, non & possibile
escludere in modo assoluto la possibilita di trasmissione di agenti infettivi. Cio vale anche per virus e altri patogeni sconosciuti
o emergenti. Non sono stati segnalati casi confermati di trasmissione di virus derivanti dall'utilizzo di albumina prodotta secondo
le specifiche della Farmacopea europea con procedimenti stabiliti. Si consiglia vivamente di registrare il nome e il numero
di lotto di qualsiasi terreno di coltura per tecniche di riproduzione assistita di Irvine Scientific, LLC somministrato a una paziente
al fine di mantenere I'associazione tra la paziente e il lotto del prodotto.

USA: questo prodotto contiene albumina sierica umana (HSA). Il materiale di origine umana usato nella produzione di questo
prodotto & stato analizzato mediante test autorizzati dalla FDA ed & risultato non reattivo agli anticorpi del virus dell’epatite C
(HCV) e del virus dellimmunodeficienza umana (HIV). Tuttavia, nessuno degli attuali metodi di analisi & in grado di garantire
in modo assoluto che i prodotti derivati da materiale umano non siano infettivi. Trattare tutti i materiali di origine umana come
potenzialmente in grado di trasmettere infezioni, adottando le precauzioni universali. | donatori di materiale umano sono stati
sottoposti anche a screening per la malattia di Creutzfeldt-Jakob (MCJ).

CONTROINDICAZIONI
Il prodotto contiene gentamicina solfato. Adottare le opportune precauzioni per assicurarsi che la paziente non presenti sensibilita
a questo antibiotico.
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ESPANOL
ADVERTENCIA PARA LA UE: Para uso exclusivamente por parte de profesionales.

INDICACIONES DE USO

El Vit Kit-Freeze se ha disefiado para su uso en procedimientos de reproduccion asistida, y mas concretamente para la vitrificacion
y conservacion de ovocitos humanos (MIl), cigotos pronucleares (PN), embriones en el estadio de division del dia 3 y embriones
en el estadio de blastocisto. Este kit se ha disefiado para su uso con el CryoTip (n.° de catalogo 40709) y el Vitrification
Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) con vistas a una recuperacion dptima de las muestras.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

La Equilibration Solution-ES es una solucion tamponada de HEPES del Medium-199 que contiene sulfato de gentamicina,
7,5 % (v/v) de DMSO y etilenglicol, respectivamente, y 20 % (v/v) del Dextran Serum Supplement (DSS).

La Vitrification Solution-VS es una solucion tamponada de HEPES del Medium-199 que contiene sulfato de gentamicina,
15 % (v/v) de DMSO y etilenglicol, respectivamente, 20 % (v/v) del DSS y sacarosa 0,5 M.

El DSS es un suplemento proteico compuesto por 50 mg/ml de albimina sérica humana (HSA) de calidad terapéutica
y 20 mg/ml de dextrano. EI DSS se utiliza al 20 % (v/v) en Vit Kit-Freeze, es decir, con una concentracion final de HSA de 10 mg/ml
y de dextrano de 4 mg/ml.

Estas dos soluciones se deben utilizar de manera secuencial de acuerdo con el protocolo de vitrificacion en microgotas por etapas.

COMPOSICION

Sales e iones Prolina Otro Piridoxina

Cloruro s6dico Tirosina Sulfato de adenina Bisulfito de sodio

Fosfato sddico Alanina Desoxirribosa Acido folico

Cloruro potasico Acido aspartico Ribosa Alfa-tocoferol

Sulfato de magnesio Acido glutamico Guanina Antibiético

Acetato sddico Isoleucina Uracilo Sulfato de gentamicina

Cloruro célcico Leucina Xantina Fuentes de eneraia

Cloruro de colina Metionina Timina Wg_

Nitrato férrico Fenilalanina Hipoxantina Inositol

Sistemas tampon Serina Adenosina .

Bicarbonato sodico Treonina Vitaminas y minerales Proteina

HEPES Triptofano Calciferol Albimina sérica humana
Valina Acido ascérbico Crioprotector

Indicador del pH

Rojo de fenol (":'!dtr.“ipm””a Acido aminobenzoico Dextrano

inoaci stina Acido nicotinico Sacarosa
Aminodcidos Cisteina Amida del acido nicotinico Etilenglicol
gfc'ir:;a Antioxidante Acido pantoténico Dimetilsulféxido
Histidina Glutation Ribofiavina Aqua
Lisina lamina Calidad de agua para

Biotina inyectables

CONTROL DE CALIDAD

Las soluciones de Vit Kit-Freeze se filtran a través de membranas y se procesan en condiciones asépticas conforme a procesos
de fabricacion validados.

Cada lote de Vit Kit-Freeze se somete a los ensayos siguientes:
Soluciones y CryoTips.
Endotoxinas, por el método LAL (lisado de amebocitos de Limulus) (<0,6 UE/ml)
Ensayo de embriones de raton (estadio de una célula) (280 % de blastocistos expandidos)
Esterilidad, por el vigente ensayo <71> «Sterility Test» de la USP (supera el ensayo)
Todos los resultados estan descritos en el certificado de andlisis especifico de cada lote, el cual puede obtenerse previa peticion.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (n.° de catélogo 40709) o pajuela de HSV (n.° de catalogo 25246-25251) o Cryolock™ (n.° de
catélogo CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC Connector (n.° de catalogo 40736) u otro adaptador

+ Placas de Petri estériles (50 X 9 mm, Falcon 351006 o equivalente)

+ Viales de congelacion (4,5 ml) o copas y criocafias

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

+ Hialuronidasa (n.° de catéalogo 90101)

+ Guantes desechables

+Jeringa de Hamilton GASTIGHT® (50 pl, n.® de catalogo 80901) u otro utensilio de aspiracion

+ Pipetas de transferencia (pipetas de vidrio estiradas o puntas de micropipeta que tengan un didmetro interno de ~200 pm)

+ Pinzas

+ Sellador de calor por impulsos

+ Sellador SYMS para pajuelas de HSV
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Cronémetro o temporizador
Deposito de nitrégeno liquido (vaso Dewar o de espuma de poliestireno con tapa, volumen 1-2 I)
Nitrégeno liquido (volumen suficiente para llenar el depésito con una profundidad de 4 in [10 cm])

INSTRUCCIONES DE USO
Requisitos de los componentes Vit Kit-Freeze (por aplicacion):

Equilibration Solution (ES):
60 pl para el protocolo de vitrificacion de ovocitos

50 pl para el protocolo de vitrificacion de embriones

Vitrification Solution (VS):

50 pl para el protocolo de vitrificacion

1 CryoTip o pajuela de HSV o Cryolock (almacena hasta 2 muestras)
1 conector

PROTOCOLO DE VITRIFICACION:

NOTA: Los procedimientos deben realizarse a temperatura ambiente (20-27 °C). NO utilice la platina caliente del microscopio
en los procedimientos siguientes. PRECAUCION: Minimice la exposicion de la muestra a la luz durante el equilibrio en las
soluciones ES y VS.

1.

o~

6.

Lleve a temperatura ambiente (20-27 °C) la cantidad de ES y VS que desee utilizar. NOTA: Procure no llevar de forma
reiterada a temperatura ambiente los viales enteros de ES y VS cada vez que necesite una parte de la solucion. Es preferible
repartir en alicuotas la cantidad que se desee utilizar y volver a llevar los viales a 2-8 °C inmediatamente después. EI HTF
modificado - HEPES con proteina también se necesita para el protocolo de vitrificacién de ovocitos.

Llene de nitrégeno liquido el depdsito correspondiente hasta una profundidad de 4 in (10 cm) o hasta la profundidad
necesaria para sumergir todo el vial de congelacion de la cafia y coléquelo cerca del microscopio. Introduzca un vial de
congelacion o copa (sin tapar) en el soporte inferior de una criocafia y sumérjalos en el nitrégeno liquido como paso previo
a la conservacion de las muestras vitrificadas.

Cuente el nimero de muestras que desee vitrificar.

Etiquete cada placa de Petri estéril (o tapa) y cada dispositivo de crioconservacion con la informacién necesaria.

Invierta con suavidad dos veces cada vial de ES y VS para mezclar su contenido antes de usarlo.

Prepare la placa con gotas de las soluciones para el procedimiento de vitrificacion de la siguiente manera:

A. Protocolo de vitrificacion de OVOCITOS (MIl):
NOTA 1: Los ovocitos recuperados se decumulan con hialuronidasa para confirmar que se encuentran en la metafase I (MII).

NOTA 2: Consulte el protocolo de vitrificacion de embriones en la seccion B.

1.

Dispense de manera aséptica sendas gotas de 20 pl del medio de cultivo, HTF modificado - HEPES con proteina y ES (con
proximidad entre ellas) sobre una tapa invertida de una placa de Petri estéril segiin se muestra en la figura 1 y coloque
la placa en la platina del microscopio:

+ una gota de 20 pl de HTF modificado - HEPES con proteina

+ tres gotas de 20 pl (60 pl en total) de ES (ES1, ES2, ES3)

Retire de la incubadora la placa de cultivo que contiene los ovocitos MIl y verifique la calidad de las muestras bajo

el microscopio. Seleccione, si es posible, solo el ovocito u ovocitos dptimos de la etapa M.

PRECAUCION: Minimice la exposicion a la luz de la(s) muestra(s) durante el equilibrio en las gotas de H, ES y VS.

Transfiera el ovocito (hasta 2 a la vez) con un volumen minimo de medio de la placa de cultivo (en la incubadora) a la gota

de 20 pl de H durante un minuto.

Con la punta de la pipeta de transferencia fusione la gota de H con la de ES1 (véase la figura 1, flecha 1) y deje que se mezclen

espontaneamente las dos soluciones durante 2 minutos.

Luego, fusione la gota de ES2 (flecha 2) con las gotas previamente fusionadas y deje que se mezclen durante 2 minutos.

Transfiera el ovocito u ovocitos que tengan un volumen minimo de solucién de la gota fusionada a la gota ES3 durante

6-10 minutos. Nota: el equilibrio de los ovocitos en ES3 se completa cuando el espesor de la zona pellcida se iguala con

el del espacio perivitelino. El ovocito u ovocitos se sedimentaran de ordinario en el fondo de la gota en 3 minutos.

Durante el periodo de equilibrio en ES3:

Dispense de manera aséptica una (1) gota de 50 pl de VS 2 minutos antes de completar el equilibrio y prepare el CryoTip

(fig. 3), la pajuela de HSV (fig. 4) o el Cryolock (fig. 5) para la carga:

NOTA: Examine con cuidado el dispositivo de vitrificacion y la punta antes de comenzar el procedimiento.

+ CryoTip: se conecta a la jeringa de Hamilton o al utensilio de aspiracién pertinente con un conector o adaptador para
asegurar un cierre hermético. NOTA: Deje la funda metélica protectora sobre la punta fina estirada para protegerla hasta
que esté lista para cargar las muestras.

+ Pajuela de HSV: conecte el extremo mas largo del dispositivo de insercion azul de plastico al extremo de color de la
varita de manipulacion.

+ Cryolock: quite la tapa.

Los pasos siguientes (9-13) se completaran en 80-110 segundos. PRECAUCION: La exposicién de las muestras a VS

se limitara para evitar la citotoxicidad. La(s) muestra(s) tienden a flotar en la VS, asi que enfoque el microscopio para

visualizar la exposicién en todo momento y acerque la punta de la pipeta de transferencia para facilitar una transferencia

rapida entre las gotas de VS. Consulte la figura 6.
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12.

Después de que se complete el equilibrio en la ES, aspire parte de la ES a la pipeta de transferencia y transfiera la(s)

muestra(s) con un volumen minimo de la gota de ES a la gota de VS durante 30 segundos.

Cargue y selle con calor el CryoTip de la siguiente manera (véase la figura 7a):

+ Deslice la funda metélica protectora a lo largo del CryoTip para exponer el extremo fino y fragil de la punta.

+ Manipule el CryoTip y la jeringa de Hamilton bajo el microscopio y aspire con cuidado un pequefio volumen de la VS
hasta la marca 1 del CryoTip.

+ Continlie observando bajo el microscopio y aspire con suavidad la muestra con la VS hasta la marca 2 del CryoTip.

+ Observe ahora directamente el CryoTip y aspire mas VS hasta la marca 3.

+ La muestra debera ubicarse entre las marcas 2 y 3.

+ Selle con calor (sello n.° 1) el CryoTip por la marca 1 (o justo debajo de ella) y vuelva a deslizar la funda de la cubierta
hacia abajo para cubrir y proteger la punta fina y fragil.

+ Extraiga con cuidado el CryoTip del utensilio de aspiracion y el adaptador y luego selle con calor (sello n.° 2) el extremo
grueso del CryoTip por encima de la marca 4.

+ Sumerja directamente el CryoTip cubierto en nitrégeno liquido (enfriando a una velocidad de -12.000 °C/min) (véase la
figura 7b).

Cargue y selle la pajuela de HSV de la siguiente manera:

+Con una micropipeta, deposite con cuidado la(s) muestra(s) en el surco de la varita capilar a 1 mm del extremo. La gota
con la(s) muestra(s) debe contener menos de 0,5 pl. 2 ovocitos 0 embriones como maximo por cada varita capilar.

+ Coloque de inmediato la varita capilar y el manipulador en la pajuela y empuje hasta que la porcion rectangular del
manipulador entre en contacto con el extremo ensanchado de la pajuela.

+ Pellizque ligeramente la pajuela entre el pulgar y los deméas dedos y retire el dispositivo de insercion.

+ Sosteniendo la pajuela, selle el extremo abierto con un sellador SYMS.

+ Sostenga la pajuela con pinzas por la varita de manipulacion.

+ Sumerja verticalmente enseguida toda la pajuela en N,L. Remueva con suavidad la pajuela en N,L durante unos segundos
para que no se forme una capa aislante de burbujas de aire a su alrededor.

Cargue el Cryolock de la manera siguiente:

+Con una micropipeta, cargue con cuidado 2 muestras (como maximo) en la superficie concava de la punta (mismo lado
del logotipo de Cryolock) a unos 3 mm (1/8 in) del borde de la punta (utilice la marca negra como referencia), elimine
cualquier exceso de la solucion crioprotectora y deje el minimo volumen posible del medio de vitrificacion (<1 pl).

+ Opcién A: De inmediato y antes de sumergir el Cryolock dentro del N,L, inserte con cuidado la punta en la tapa girando
con firmeza hasta que asiente de manera segura.

+ Opcién B: Sumerja de inmediato la punta y la tapa en el N L. Espere a que se detenga el burbujeo para que se alcance
el equilibrio. Inserte con cuidado la punta en la tapa, girando con la firmeza suficiente hasta que se asiente de manera
segura.

NOTA: La opcion B no esté autorizada en Estados Unidos.

+ Sumerja enseguida el Cryolock en el nitrégeno liquido.

NOTA: Aimacene siempre el Cryolock con la tapa hacia abajo.

Coloque el CryoTip, la pajuela HSV o el Cryolock vitrificados en el vial de congelacién o copa (en la criocafia) llenos

y sumergidos en el deposito de N,L. Tape el vial de congelacion (o copa) o inviértalo y conéctelo a otro vial de congelacion

destapado para que el dispositivo vitrificado permanezca dentro del nitrégeno liquido.

Acerque el deposito de N,L al criocongelador de N,L y transfiera la criocafia con su contenido al criocongelador para

su conservacion a largo plazo.

B. EMBRIONES (de PN a blastocisto):

1.
2.

3.

Protocolo de vitrificacion:

Dispense de manera aséptica una gota de 50 pl de ES en una tapa invertida de una placa de Petri.

Retire de la incubadora la placa de cultivo con el embrién u embriones y verifique la calidad de la(s) muestra(s) bajo

el microscopio. Seleccione, si es posible, solo el embridén u embriones dptimos para la vitrificacion.

Transfiera con cuidado la muestra (hasta dos a la vez) con un volumen minimo de medio desde la placa de cultivo hasta la

gota de ES y ponga en marcha el temporizador.

Los embriones deben equilibrarse lentamente por caida libre en la gota de ES durante 6-10 minutos.

Nota: La muestra se encogerd y luego recuperara poco a poco su tamafio original; esto indica que se ha alcanzado

el equilibrio.

PRECAUCION: Minimice la exposicion a la luz de la(s) muestra(s) durante el equilibrio en las gotas de ES y VS.

Durante el periodo de equilibrio en ES:

+ Prepare una gota de 50 pl de la solucion VS como se muestra en la figura 8 y prepare el CryoTip, la pajuela de HSV
o el Cryolock para la carga.

Siga los pasos 9 a 12 del protocolo redactado con anterioridad (seccion A: Protocolo de vitrificacion de ovocitos [MII]) para la
exposicion a las soluciones VS, carga del CryoTip, pajuela de HSV o Cryolock, inmersion en N,L y almacenamiento a largo plazo.
Para mas detalles sobre la utilizacidn de estos productos, consultar los protocolos y los procedimientos de su propio laboratorio,
que se habran desarrollado y optimizado especificamente de acuerdo con su programa médico particular.
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INSTRUCCIONES DE CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Conserve los viales sin abrir en el frigorifico a una temperatura entre 2 y 8 °C. Si se conservan segun las instrucciones,
las soluciones del Vitrification Freeze Kit mantienen su estabilidad hasta la fecha de caducidad indicada en las etiquetas
de los viales.

Una vez abiertos los envases, no utilice los medios durante mas de ocho (8) semanas.

Como el producto contiene material de origen humano, puede aparecer alguna particula durante su conservacion. Este tipo
de particulas no tiene ningln efecto conocido en el rendimiento del producto.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS
Este producto estd destinado a su uso por parte de personal con formacién en procedimientos de reproduccion asistida.
Entre estos procedimientos se incluye la aplicacién para la que se ha disefiado el dispositivo.

El centro donde se utilice este producto tiene la responsabilidad de mantener la trazabilidad del producto y debe cumplir
la normativa nacional sobre trazabilidad, segun corresponda.

Como precaucidn adicional durante el procedimiento de preparacion, recomendamos que se examine con cuidado cada CryoTip
después de sacarlo del envase. Antes de su uso, los CryoTips se deben examinar con un nivel de aumento adecuado (40 aumentos)
para detectar posibles dafios (como roturas o grietas en las puntas) que puedan haberse producido durante el transporte.

No utilice ningun vial de solucién con indicios de dafios, fugas, particulas, turbidez o cambio de color. Desechar el producto
de acuerdo con la reglamentacion pertinente.

Para evitar problemas de contaminacidn, manipular con técnicas asépticas.

En la actualidad, la bibliografia empirica revela que se siguen desconociendo los efectos a largo plazo de la vitrificacion sobre
los ovocitos y los embriones.

No utilice frascos cuyo envase estéril esté dafiado.

UE: entre las medidas estandar para la prevencion de infecciones derivadas del uso de productos medicinales elaborados a partir
de sangre y plasma humanos cabe mencionar, entre otras, la seleccion de donantes, la evaluacion de donaciones individuales y de
reservas de plasma para la identificacion de marcadores especificos de infeccion y la inclusién de procedimientos de elaboracion
eficaces para la inactivacion o eliminacion de virus. A pesar de lo anterior, al administrar productos médicos elaborados a partir
de sangre o plasma humanos, no se puede descartar por completo la posibilidad de transmision de agentes infecciosos. Esta
advertencia cabe aplicarla también a virus desconocidos o emergentes y a otros patégenos. No se ha informado de ninguna
transmisién comprobada de virus con albimina elaborada segun las especificaciones de la Farmacopea Europea mediante
procesos establecidos. Se recomienda encarecidamente que, cada vez que se administre a una paciente un medio de cultivo
perteneciente a los productos para la reproduccion de Irvine Scientific, LLC, se registren el nombre y el numero de lote del
producto con la finalidad de mantener un registro de la relacion entre la paciente y el lote del producto.

EE. UU.: este producto contiene albumina sérica humana (HSA). El material de origen humano utilizado en la preparacion de este
producto ha sido testado con kits aprobados por la FDA de EE. UU. y se ha determinado que dicho material no es reactivo a los
anticuerpos de la hepatitis C (VHC) ni a los anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Sin embargo, ningin método
analitico ofrece garantias absolutas de que los productos de origen humano no sean infecciosos. Se aconseja manipular todos
los materiales de origen humano como si fueran susceptibles de transmitir infecciones. Para ello, se deben tomar precauciones
de caracter universal. Los donantes también fueron sometidos a anélisis de deteccion de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

CONTRAINDICACION
El producto contiene sulfato de gentamicina. Es conveniente adoptar las medidas necesarias para asegurarse de que la paciente
no sea sensible a este antibiético.
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FRANCAIS
MISE EN GARDE (UE) : réservé a un usage professionnel.

INDICATIONS

Le Vit Kit-Freeze est destiné a étre utilisé lors des procédures de procréation médicalement assistée pour la vitrification
et la conservation d'ovocytes humains (MIl), de zygotes pronucléaires (PN), d’embryons du premier au troisieme jour du
stade de segmentation et d’embryons au stade blastocyste. Ce kit est congu pour étre utilisé avec des CryoTips (réf. 40709)
et le Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) pour un rétablissement optimal des échantillons.

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

L’Equilibration Solution-ES est une solution de milieu 199 tamponnée & I'HEPES contenant du sulfate de gentamicine,
7,5 % (v/v) de DMSO et d’éthyléne glycol et 20 % (v/v) de DSS (Dextran Serum Supplement).

La Vitrification Solution-VS est une solution de milieu 199 tamponnée a I'HEPES contenant du sulfate de gentamicine,
15 % (v/v) de DMSO et d’éthyléne glycol, 20 % (v/v) de DSS et 0,5 M de saccharose.

Le DSS est un supplément protéique constitué de 50 mg/ml d’albumine sérique humaine (HSA) de qualité thérapeutique
et de 20 mg/ml de dextrane. Le DSS est utilisé a 20 % (v/v) dans le Vit Kit-Freeze avec une concentration finale de 10 mg/ml
de HSA et 4 mg/ml de dextrane.

Ces deux solutions doivent étre utilisées successivement selon les étapes du protocole de vitrification en microgouttes.

COMPOSITION

Sels et ions Proline Autre Biotine

Chlorure de sodium Tyrosine Sulfate d’adénine Pyridoxine

Phosphate de sodium Alanine Désoxyribose Bisulfite de sodium
Chlorure de potassium Acide aspartique Ribose Acide folique

Sulfate de magnésium Acide glutamique Guanine Alpha tocophérol
Acétate de sodiulm Isoleycine Uracilg Antibiotique

Chlorure de calcium Leucine Xanthine Sulfate de gentamicine
Chlorure de choline Méthionine Thymine Substrats é "

. ) . . . qétiq
Nitrate ferrique Phénylalanine Hypoxanthine Glllucsosr: § energetiques
Tampon Sén’ne . Adénosine Inositol
Bicarbonate de sodium Threonine Vitamines et minéraux Protéi
HEPES Tryptophane Calciférol byt sériaue humai
Indicateur de bH Valine . Acide ascorbique umine sérique humaine

. Hydroxyproline Acide aminobenzoique Cryoprotecteur
Rouge de phénol Cysti
. - ystine Acide nicotinique Dextrane
w Cysteine Nicotinamide (amide Saccharose
G:glr]lne Antioxydant de I'acide nicotinique) Ethylene Glycol

yeine Glutathion Acide pantothénique Diméthylsulfoxyde

Histidine ) .
Lysine Riboflavine Eau
Y Thiamine Qualité WFI

ASSURANCE QUALITE
Les solutions contenues dans le Vit Kit-Freeze sont stérilisées par filtration et conditionnées de fagon aseptique conformément
aux procédures de fabrication préalablement validées.

Chaque lot de Vit Kit-Freeze subit les tests suivants :
Solutions et CryoTips :
Teneur en endotoxines évaluée par la méthode LAL (lysat d’'amébocytes de limule) (< 0,6 EU/ml)
Test sur embryon de souris (une cellule) (taux de blastocystes expansés = 80 %)
Stérilité vérifiée par le test de stérilité actuel de la pharmacopée américaine (USP) <71> (stérilité confirmée)

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

MATERIEL REQUIS MAIS NON INCLUS

+ CryoTip (réf. 40709) ou paillette HSV Straw (réf. 25246-25251) ou Cryolock™ (réf. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C,
CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0) Irvine Scientific, LLC

+ Raccord Irvine Scientific, LLC (réf. 40736) ou autre adaptateur

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

+ Cryotubes (4,5 ml) ou gobelets et cryocannes

+ Milieu de culture HTF modifié - HEPES supplémenté en protéines (réf. 90126)

+ Hyaluronidase (réf. 90101)

+ Gants jetables

+ Seringue Hamilton GASTIGHT® (50 ul, réf. 80901) ou autre dispositif d’aspiration

+ Pipettes de transfert (pipettes en verre tiré ou cones de micropipette d’'un diametre intérieur d’environ 200 pm)

+ Pincettes ou pinces

+ Thermoscelleuse a impulsions

+ Scelleuse SYMS pour HSV Straw
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Chronometre ou minuterie
Réservoir d’azote liquide (Dewar ou polystyréne avec couvercle, 1a2 1)
Azote liquide (volume suffisant pour obtenir une profondeur de 4 po [10 cm] dans le réservoir)

MODE D’EMPLOI
Composants du Vit Kit-Freeze requis (par application) :

Equilibration Solution (ES) :

60 pl pour le protocole de vitrification des ovocytes

ou

50 pl pour le protocole de vitrification des embryons

Vitrification Solution (VS) :

50 pl pour le protocole de vitrification

1 CryoTip ou paillette HSV Straw ou Cryolock (stockage de jusqu’a deux spécimens)
1 raccord

PROTOCOLE DE VITRIFICATION :

REMARQUE : les procédures doivent se faire a température ambiante (entre 20 et 27 °C). NE PAS utiliser de platine de microscope
chauffante pour les procédures suivantes. MISE EN GARDE : minimiser 'exposition des spécimens a la lumiére pendant
I'équilibrage dans les solutions ES et VS.

1.

6.
A

Préparer les volumes de solutions ES et VS & utiliser et les laisser s'équilibrer & température ambiante (entre 20 et 27 °C).
REMARQUE : éviter de mettre les tubes entiers de solutions ES et VS a température ambiante a plusieurs reprises
si seulement une portion de la solution est nécessaire pour chaque vitrification. Il est préférable de prélever la quantité
a utiliser et de conserver les tubes entre 2 et 8 °C aprés l'aliquotage. Le milieu HTF modifié (HEPES) avec protéines est
aussi requis pour le protocole de vitrification des ovocytes.

Remoplir le réservoir d'azote liquide d’une quantité suffisante pour obtenir une profondeur de 4 po (10 cm) ou pour immerger
complétement le cryotube fixé sur une cryocanne, et le placer a proximité du microscope. Installer un cryotube ou un gobelet
(non fermé) dans le logement inférieur d’une cryocanne et 'immerger dans I'azote liquide en vue de la conservation des
spécimens vitrifiés.

Déterminer le nombre de spécimens a vitrifier.

Etiqueter chaque boite de Pétri (ou couvercle) stérile, ainsi que le dispositif de conservation cryogénique en indiquant les
informations nécessaires.

Retourner délicatement deux fois chaque tube de solutions ES et VS pour en mélanger le contenu avant I'utilisation.
Préparer une boite de Pétri avec des gouttelettes des solutions nécessaires pour la procédure de vitrification, comme suit :

Protocole de vitrification des OVOCYTES (M) :

REMARQUE 1 : les ovocytes collectés doivent étre décoronisés dans une solution de hyaluronidase afin de confirmer qu'ils
sont bien en métaphase Il (MII).

REMARQUE 2 : se reporter a la section B pour le protocole de vitrification des embryons.

1.

De maniére aseptique, déposer a proximité les unes des autres une goutte de 20 pl de milieu de culture HTF modifié-HEPES

avec protéines et trois gouttes de 20 pl de solution ES sur le couvercle retourné d’'une boite de Pétri stérile, comme illustré

a la figure 1, puis placer le couvercle sur la platine du microscope :

+ une goutte de 20 pl de milieu HTF modifié (HEPES avec protéines)

+ trois gouttes de 20 pl (60 pl au total) de ES (ES1, ES2, ES3)

Sortir la boite de culture contenant les ovocytes MIl de I'incubateur et vérifier leur qualité au microscope. Si possible,

choisir seulement I'ovocyte/les ovocytes MIl de qualité optimale.

MISE EN GARDE : minimiser I'exposition des spécimens a la lumiére pendant I'équilibrage dans les gouttes H, ES et VS.

Transférer les ovocytes (un a deux a la fois) avec un volume minimal de milieu de la boite de culture (provenant de I'incubateur)

dans la goutte de 20 pl de milieu H pendant une minute.

Faire fusionner la goutte de H a la goutte ES1 (voir la figure 1, fléche 1) avec la pointe de la pipette de transfert, et laisser

les deux solutions se mélanger spontanément pendant 2 minutes.

Faire ensuite fusionner la goutte de ES2 (fleche 2) aux gouttes précédemment fusionnées et laisser reposer pendant

2 minutes.

Transférer le ou les ovocytes avec un volume minimal de solution de la goutte fusionnée dans la goutte de ES3 pendant

6 a 10 minutes. Remarque : I'équilibrage des ovocytes dans ES3 est terminé lorsque I'épaisseur de la zone pellucide est

égale a celle de I'espace périvitellin. En général, les ovocytes se déposent au fond de la goutte dans les 3 minutes.

Pendant I'équilibrage dans ES3 :

Déposer aseptiquement une (1) goutte de 50 pL de solution de vitrification (VS) 2 minutes avant la fin de I'équilibrage,

et préparer le CryoTip (fig. 3), la paillette HSV Straw (fig. 4) ou le Cryolock (fig. 5) pour le chargement :

REMARQUE : inspecter minutieusement le dispositif de vitrification ainsi que sa pointe avant de commencer la procédure.

+ CryoTip : le raccorder a une seringue Hamilton ou a un dispositif d'aspiration au moyen d’'un raccord ou d’un adaptateur,
afin de garantir une étanchéité parfaite. REMARQUE : garder le manchon métallique sur la pointe fine étirée afin de la
protéger jusqu’a ce que tout soit prét pour charger les spécimens.

+ Paillette HSV Straw : raccorder la plus longue extrémité du dispositif d'insertion en plastique bleu a I'extrémité colorée
du jonc de préhension.

+ Cryolock : retirer le capuchon.
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8. Les étapes suivantes (9 a 13) doivent étre terminées en 80 a 110 secondes. MISE EN GARDE : I'exposition des spécimens
a la solution de vitrification (VS) doit étre limitée pour éviter toute cytotoxicité. Comme 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 la pointe de la pipette de transfert a proximité pour assurer un transfert rapide entre les différentes
gouttes de VS. Se reporter a la figure 6.

9. Une fois I'équilibrage dans la solution ES terminé, aspirer un peu de solution ES dans la pipette de transfert et transférer
les spécimens avec un minimum de volume de la goutte de ES dans la goutte de VS pendant 30 secondes.

10. Charger et thermosceller le CryoTip comme indiqué ci-aprés (voir la figure 7a) :

+ Faire coulisser le manchon métallique le long du CryoTip pour le relever et exposer la pointe fine et fragile du CryoTip.

+En manipulant le CryoTip et la seringue Hamilton sous le microscope, aspirer délicatement un petit volume de solution
VS jusqu’au repére n°1 du CryoTip.

+ Toujours sous controle microscopique, aspirer délicatement le spécimen avec la solution VS jusqu’au repére n°2
du CryoTip.

+ Ensuite, en regardant directement le CryoTip, aspirer plus de solution VS jusqu’au repére n°3.

+ Le spécimen doit se trouver entre le repére n°2 et le repére n°3.

+ Thermoceller le CryoTip au niveau ou juste en dessous du repére n°1 (soudure n°1), et faire coulisser le manchon vers
le bas pour couvrir et protéger la pointe fine et fragile.

+ Retirer précautionneusement le CryoTip du dispositif d’aspiration et de I'adaptateur, puis thermosceller au niveau
de I'extrémité épaisse du CryoTip au-dessus du repére n°4 (soudure n°2).

+ Plonger le CryoTip couvert directement dans I'azote liquide (vitesse de refroidissement de -12 000 °C/min)
(voir la figure 7b).

Charger et sceller la paillette HSV Straw comme suit :

+ A raide d'une micropipette, déposer avec précautions le ou les spécimens dans la gouttiére du capillaire 4 1 mm
de I'extrémité. La goutte contenant le ou les spécimens doit étre inférieure a 0,5 pl. Mettre deux ovocytes ou embryons
au maximum dans chaque capillaire.

+ Insérerimmédiatement le capillaire avec le dispositif d'insertion dans la paillette, et les pousser jusqu’a ce que la partie
rectangulaire du dispositif d’insertion entre en contact avec I'extrémité évasée de la paillette.

+ Pincer Iégérement la paillette entre le pouce et I'index et retirer le dispositif d’insertion.

+ Tout en maintenant la paillette en place, sceller I'ouverture a I'aide de la scelleuse SYMS.

+ Tenir la paillette avec des pinces au niveau du jonc de préhension.

*  Plonger rapidement la totalité de la paillette en position verticale dans le LN,. Remuer délicatement la paillette dans
le LN, pendant quelques secondes afin d’éviter la formation d’une couche de bulles d'air isolantes autour de la paillette.

Charger le Cryolock comme suit :

A 'aide d’une micropipette, déposer délicatement un ou deux spécimens sur la surface concave de la pointe (du méme coté
que le logo Cryolock), a environ 3 mm (1/8 po) du bord de la pointe (utiliser la marque noire comme point de référence),
en prenant soin de retirer tout excédent de solution cryoprotectrice et de ne laisser que le plus petit volume possible
de milieu de vitrification (< 1 pl).

+ Option A : avant de plonger le Cryolock dans le LN,, insérer délicatement la pointe du Cryolock dans le capuchon puis
le visser a fond pour bien le fermer.

+ Option B : Plonger immédiatement la pointe et le capuchon dans le LN, Attendre que les bulles s'arrétent pour permettre
I'équilibrage. Insérer délicatement la pointe dans le capuchon et le visser suffisamment pour bien le fermer.
REMARQUE : I'utilisation de I'option B n’est pas autorisée aux Etats-Unis.

+  Plonger rapidement le Cryolock dans I'azote liquide.

REMARQUE : toujours stocker le Cryolock avec le capuchon vers le bas.

11. Placer le CryoTip, la paillette VHS Straw ou le Cryolock vitrifié¢ dans le cryotube ou le gobelet immergé et rempli de LN,
(sur la cryocanne). Fermer le cryotube (ou le gobelet) ou le retourner et le fixer & un autre cryotube non fermé pour maintenir
le dispositif de vitrification en place dans I'azote liquide.

12. Rapprocher le réservoir de LN, du congélateur cryogénique et transférer la cryocanne avec son contenu dans le congélateur
cryogénique pour une conservation a long terme.

B. EMBRYONS (PN a blastocyste)
Protocole de vitrification :

1. Déposer aseptiquement une goutte de 50 pl de solution ES sur le couvercle retourné d’une boite de Pétri.

2. Sortir la boite de culture contenant I'embryon/les embryons de I'incubateur et vérifier leur qualité au microscope. Si possible,
choisir seulement 'embryon/les embryons de qualité optimale pour la vitrification.

3. Transférer délicatement les spécimens (un a deux a la fois) avec un volume minimal de milieu de la boite de culture dans
la goutte de solution ES et démarrer la minuterie.
Les embryons doivent s’équilibrer lentement dans la goutte de solution ES en s’y enfongant par gravité pendant 6 a 10 minutes.
Remarque : les spécimens rétréciront, puis reprendront leur taille initiale, ce qui indique que I'équilibrage est terminé.
MISE EN GARDE : minimiser I'exposition des spécimens a la lumiére pendant I'équilibrage dans les gouttes ES et VS.

4. Pendant I'équilibrage dans la solution ES :
+ déposer une goutte de 50 L de solution VS comme illustré & la figure 8, puis préparer le CryoTip, la paillette HSV Straw

ou le Cryolock pour le chargement.

FRANGAIS 3/4



Suivre le protocole décrit ci-dessus (section A - Protocole de vitrification des ovocytes [MII]) des étapes 9 a 12 pour I'exposition
aux solutions de vitrification VS, la procédure de chargement du CryoTip, de la paillette HSV Straw ou du Cryolock, I'immersion
dans le LN, et la conservation a long terme.

Pour plus de détails sur I'utilisation de ces produits, chaque laboratoire doit consulter ses propres procédures et protocoles
standard qui ont été spécialement élaborés et optimisés pour chaque établissement médical particulier.

CONSIGNES DE CONSERVATION ET STABILITE

Conserver les tubes non entamés réfrigérés entre 2 et 8 °C. Conservées comme indiqué ci-dessus, les solutions du Vitrification
Freeze Kit sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur les étiquettes des tubes.

Ne pas utiliser les milieux au-dela de huit (8) semaines a compter de I'ouverture des récipients.

Le produit contenant du matériel d’origine humaine, il peut produire des particules pendant le stockage. Ce type de particules
n'aurait aucun effet sur les performances du produit.

PRECAUTIONS ET MISES EN GARDE

Ce dispositif est destiné a une utilisation par un personnel formé aux techniques de procréation médicalement assistée.
Ces procédures incluent I'application indiquée pour laquelle ce dispositif est prévu.

L’établissement de I'utilisateur de ce dispositif est tenu de veiller a la tragabilité du produit et doit se conformer aux réglementations
nationales en matiére de tracabilité, le cas échéant.

Par mesure de précaution supplémentaire pendant les préparatifs, il est recommandé d’'inspecter minutieusement chaque CryoTip
a la sortie de son emballage. Avant utilisation, les CryoTips doivent étre examinés au microscope a un grossissement approprié
(x40) pour détecter toute éventuelle détérioration (telle que bris ou fissures de la pointe) qui aurait pu survenir durant le transport.
Ne pas utiliser de solution trouble, contenant des particules, dont la couleur a viré, ou dont le tube est détérioré ou présente des
fuites. Jeter le produit conformément aux réglementations en vigueur.

Pour éviter les problémes de contamination, manipuler en appliquant des techniques aseptiques.

Actuellement, la documentation de recherche indique que les effets & long terme de la vitrification sur les ovocytes et les
embryons restent inconnus.

Ne pas utiliser de tube dont la stérilité de I'emballage a été compromise.

UE : les mesures standard pour éviter les infections résultant de I'utilisation de produits médicinaux fabriqués a partir de sang
ou de plasma humain incluent la sélection des donneurs, la recherche de marqueurs spécifiques d'infection sur les dons individuels
et les mélanges de plasma et l'inclusion d'étapes de fabrication efficaces pour I'inactivation/I'élimination des virus. En dépit
de ces mesures, lorsque des produits médicinaux fabriqués a partir de sang ou de plasma humain sont administrés a un patient,
la possibilité de transmission d’agents infectieux ne peut étre totalement exclue. Cela s’applique également aux virus inconnus
ou émergents et autres pathogénes. Aucun cas de transmission de virus n’a été signalé avec I'albumine fabriquée conformément
aux spécifications de la pharmacopée européenne selon des procédés établis. Lors de chaque administration d’un milieu
de culture pour la procréation de Irvine Scientific, LLC a une patiente, il est vivement recommandé d’enregistrer le nom et le
numéro de lot du produit afin d’établir un lien entre la patiente et le lot du produit.

Etats-Unis : ce produit contient de 'albumine sérique humaine (HSA). Le matériel d’origine humaine utilisé dans la fabrication
de ce produit a été testé par des kits approuvés par la FDA. Aucune réaction n’a été observée avec les anticorps dirigés contre
virus de I'hépatite C (VHC) ni avec ceux dirigés contre le virus de I'immunodéficience humaine (VIH). Cependant, il n’y a pas
de méthode d’analyse qui permette de garantir de fagon absolue que les produits d’origine humaine ne sont pas contaminés.
Manipuler tout matériel d’origine humaine comme s'il était susceptible de transmettre une infection en utilisant les précautions
d’'usage universelles. Les donneurs a I'origine de ce matériel ont tous subi un test de dépistage de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob (CJD).

CONTRE-INDICATIONS
Le produit contient du sulfate de gentamicine. Des précautions particuliéres doivent étre prises pour s’assurer que la patiente
ne présente aucune sensibilité a cet antibiotique.
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PORTUGUES

ADVERTENCIA (UE): apenas para uso profissional.

INDICAGOES DE UTILIZAGAO

0 Vit Kit-Freeze foi concebido para utilizagédo em técnicas de reprodugdo assistida para vitrificagéo e conservagao de oécitos
(MII), zigotos pronucleares (PN) até ao 3.° dia do estadio de clivagem embrionaria e embrides no estadio de blastocistos humanos.
Este kit foi concebido para utilizagdo com a CryoTip (ref.? 40709) e o Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) para uma excelente
recuperagao de amostras.

DESCRIGAO DO DISPOSITIVO

A Equilibration Solution-ES é uma solugdo com tampdo HEPES de Medium-199 com sulfato de gentamicina,
DMSO e etilenoglicol a 7,5% (v/v) cada e suplemento de soro dextrano (DSS) a 20% (v/v).

AVitrification Solution-VS é uma solugéo com tampdo HEPES de Medium-199 com sulfato de gentamicina, DMSO e etilenoglicol
a 15% (v/v) cada, DSS a 20% (v/v) e sacarose 0,5 M.

O DSS é um suplemento proteico composto por 50 mg/ml de albumina sérica humana (HSA) de categoria terapéutica
e 20 mg/ml de dextrano. O DSS ¢ utilizado a 20% (v/v) no Vit Kit-Freeze para uma concentragdo final de 10 mg/ml de HSA
e de 4 mg/ml de dextrano.

Estas duas solugdes destinam-se a ser utilizadas em sequéncia de acordo com o protocolo de vitrificagdo em microgota por etapas.

COMPOSIGAO
Sais e ides Prolina Outro Piridoxina
Cloreto de sdédio Tirosina Sulfato de adenina Bissulfito de sédio
Fosfato de sédio Alanina Desoxirribose Acido folico
Cloreto de potassio Acido aspartico Ribose Alfa-tocoferol
Sulfato de magnésio Acido glutamico Guanina Antibi6ticos
Acetato de sodio Isoleucina Uracilo Wdegentamicina
Cloreto de célcio Leucina Xantina -
Cloreto de colina Metionina Timina wm
Nitrato de ferro Fenilalanina Hipoxantina ﬁg;?;le
Tampio Serina Adenosina )
Bicarbonato de sédio Treonina Vitaminas e minerais Eroteina
HEPES Triptofano Calciferol Albumina sérica humana
Indicador de pH \'_/l"_"(lj'”a. i Acido ascorbico Crioprotetor
Vermelho de fenol C! roxiprolina Acido aminobenzoico Dextrano

L istina Acido nicotinico Sacarose
W Cisteina Amido de &cido nicotinico Etilenoglicol
GI?cina Antioxidante Acido pantoténico [?'met”SU'fOdeO
Histidina Glutationa Rllbof.lavma AJM.’ '
Lisina Tiamina Qualidade WFI (agua

Biotina p/ preparagdes injetaveis)

GARANTIA DE QUALIDADE
As solugdes contidas no Vit Kit-Freeze sao filtradas por membrana e processadas asseticamente de acordo com procedimentos
de fabrico validados.

Cada lote de Vit Kit-Freeze é submetido aos seguintes testes:
Solugdes e CryoTips.
Endotoxinas pelo ensaio de lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) (< 0,6 UE/ml)
Ensaio em embrido de ratinho (uma célula) (= 80% blastocistos expandidos)
Esterilidade pelo teste de esterilidade atual da USP <71> (aprovado)
Todos os resultados estédo descritos no certificado de analise especifico de cada lote, disponivel a pedido.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

+ CryoTip da Irvine Scientific, LLC (ref.? 40709) ou HSV Straw (ref.? 25246-25251) ou Cryolock™
(ref.2 CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Conector da Irvine Scientific, LLC (ref.2 40736) ou outro adaptador

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

+  Criotubos (4,5 ml) ou tacas e varetas de criopreservagéo

+ Meio de cultura Modified HTF — HEPES (ref.? 90126) suplementado com proteina

+ Hialuronidase (ref.2 90101)

+ Luvas descartéveis

+ Seringa Hamilton GASTIGHT® (50 pl, ref.2 80901) ou outra ferramenta de aspiragao

+ Pipetas de transferéncia (pipetas de vidro estirado ou pontas de micropipetas com um didmetro interno na ponta de ~200 um)

+ Pinga de precisdo ou preensédo

+ Dispositivo de termosselagem por impulsos

+ Dispositivo de selagem SYMS para HSV Straw

PORTUGUES 1/4



Cronémetro ou temporizador
Reservatorio de azoto liquido (Dewar ou recipiente de isopor com tampa, 1-2 | de volume)
Azoto liquido (volume suficiente para ficar com cerca de 4 polegadas [10 cm] de profundidade no reservatdrio)

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
Requisitos de componentes do Vit Kit-Freeze (por aplicagao):

Equilibration Solution (ES):

60 pl para o protocolo de vitrificagdo de odcitos

Ou

50 pl para o protocolo de vitrificagédo de embrides

Vitrification Solution (VS):

50 pl para o protocolo de vitrificagéo

1 CryoTip, HSV Straw ou Cryolock (armazenam até 2 espécimes)
1 conector

PROTOCOLO DE VITRIFICAGAO:

NOTA: Os procedimentos devem ser realizados & temperatura ambiente (20 °C-27 °C). NAO aquecer a platina do microscopio
para os seguintes procedimentos. CUIDADO: Reduzir ao minimo a exposi¢do do espécime a luz durante o equilibrio nas
solugdes ES e VS.

1.

o0 Aw

A

Deixar o volume das solugdes ES e VS a utilizar atingir a temperatura ambiente (20 °C-27 °C). NOTA: Evitar levar tubos
inteiros de ES e VS a temperatura ambiente repetidamente quando for necessaria apenas uma parte da solugdo de cada
vez. E melhor dividir em aliquotas na quantidade a utilizar e voltar a colocar os tubos a 2 °C-8 °C imediatamente apés
a divisdo em aliquotas. Para o protocolo de vitrificagdo de odcitos, também é necessario o Modified HTF (HEPES) com
proteina.

Deitar azoto liquido no respetivo reservatorio (suficiente para uma profundidade de cerca de 4 polegadas [10 cm] ou para
mergulhar totalmente o criotubo na vareta) e colocar junto do microscoépio. Fixar um criotubo ou uma taga (destapada)
a bragadeira inferior de uma vareta de criopreservagado e mergulhar no azoto liquido para preparar a conservagéo dos
espécimes vitrificados.

Determinar o nimero de espécimes a vitrificar.

Identifique cada placa de Petri (ou tampa) estéril e o dispositivo de criopreservagdo com as informagdes necessarias.
Inverter cuidadosamente cada tubo de ES e VS duas vezes para misturar o contetido antes de utilizar.

Preparar a placa com gotas das solugdes para o processo de vitrificagdo, como indicado a seguir:

Protocolo de vitrificagdo de 0OCITOS (MIl):

NOTA 1: Os odcitos colhidos devem ser desnudados com hialuronidase para confirmar que estdo maduros (MIl).
NOTA 2: Consultar a Secgéo B sobre o protocolo de vitrificagédo de embrides.

1.

Dispensar asseticamente uma gota de 20 pl de meio de cultura, de Modified HTF - HEPES com proteina, e de ES muito
préximas na tampa invertida de uma placa de Petri estéril, como ilustrado na Figura 1, e colocar a placa na platina
do microscopio:

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

+ trés gotas de 20 pl (60 pl no total) de ES (ES1, ES2, ES3)

Retirar da incubadora a placa de cultura que contém os odcitos Mil e verificar a qualidade dos espécimes ao microscopio.

Quando possivel, selecionar apenas odcitos na metafase Mil de melhor qualidade.

CUIDADO: Reduzir ao minimo a exposicéo do(s) espécime(s) a luz durante o equilibrio nas gotas de solugdes H, ES e VS.

Transferir os odcitos (até 2 de cada vez) com o minimo de volume de meio da placa de cultura (na incubadora) para a gota

de 20 pl de H, durante um minuto.

Incorporar a gota de H na de ES1 (ver a Fig. 1, seta 1) com a ponta da pipeta de transferéncia e deixar ocorrer a mistura

espontanea das duas solugdes durante 2 minutos.

Em seguida, incorporar a gota de ES2 (seta 2) nas gotas anteriormente fundidas e deixar durante 2 minutos.

Transferir o(s) o6cito(s) com o minimo de volume de solugdo da gota fundida para a gota de ES3 durante 6-10 minutos.

Nota: o equilibrio do(s) odcito(s) na solugdo ES3 é atingido quando a espessura da zona pellcida e do espaco perivitelino

for igual. O(s) odcito(s) assenta(m) no fundo da gota dentro de 3 minutos.

Durante o tempo de equilibrio na solugado ES3:

Dispensar asseticamente uma (1) gota de 50 pl de solugdo VS 2 minutos antes de estar totalmente equilibrada e preparar

a CryoTip (Fig. 3), HSV Straw (Fig. 4) ou Cryolock (Fig. 5) para carregamento:

NOTA: Antes de iniciar o procedimento, examinar minuciosamente o dispositivo de vitrificagéo e a ponta.

+ CryoTip: ligar a seringa Hamilton ou uma ferramenta de aspiragdo adequada, utilizando um conector ou adaptador,
para assegurar uma selagem apertada. NOTA: Manter a manga de cobertura metélica sobre a ponta fina estirada,
para a proteger até estar pronta para o carregamento de espécimes.

+ HSV Straw: ligar a extremidade mais longa do dispositivo de insergao plastico azul a extremidade colorida da haste
de manuseamento.

+ Cryolock: destacar a tampa.

Os seguintes passos (9-13) devem ser realizados em 80-110 segundos. CUIDADO: A exposigéo dos espécimes a solugéo

VS deve ser limitada para evitar a citotoxicidade. O(s) espécime(s) tende(m) a flutuar na solugdo VS, pelo que se deve

corrigir a focagem através do microscdpio, para manter a visualizagdo continua durante a exposi¢do, e manter a ponta

da pipeta de transferéncia na proximidade para garantir uma rapida transferéncia entre gotas de solugéo VS. Ver a Figura 6.
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12.

Apds o equilibrio na solugdo ES estar concluido, extrair alguma solugéo ES para a pipeta de transferéncia e transfira o(s)

espécime(s) com volume minimo da gota da solugéo ES para a gota da solugéo VS durante 30 segundos.

Carregar e aquecer o selo da CryoTip, da seguinte forma (ver Figura 7a):

+ Fazer deslizar a manga de cobertura metalica para cima ao longo da CryoTip, para expor a fragil extremidade da
ponta fina.

+ Manusear a CryoTip e a seringa Hamilton enquanto observa ao microscdpio e aspirar cuidadosamente um pequeno
volume de VS até @ marca n.° 1 da CryoTip.

+ Continuar a observagdo microscopica e aspirar cuidadosamente o espécime com a solugdo VS até a marca n.° 2
da CryoTip.

+ Agora, observar diretamente a CryoTip e aspirar mais solugéo VS até a marca n.° 3.

+ O espécime tem de estar situado entre a marca n.° 2 e a marca n.° 3.

+ Termosselar (selon.° 1) a CryoTip na marca n.° 1 (ou logo abaixo) e fazer deslizar a manga de cobertura para tras, para
cobrir e proteger a ponta fina fragil.

+ Remover cuidadosamente a CryoTip da ferramenta de aspiragdo e do adaptador €, em seguida, termosselar (selo n.° 2)
na extremidade grossa da CryoTip acima da marca n.® 4.

+ Mergulhar a CryoTip coberta diretamente em azoto liquido (arrefecendo a uma taxa de —12 000 °C/min) (ver Figura 7b).

Carregar e selar a HSV straw tal como se segue:

+ Depositar o(s) espécime(s) na goteira da haste capilar cuidadosamente, com uma micropipeta, a 1 mm da extremidade.
A gota onde foram colocado(s) o(s) espécime(s) tem de ter menos de 0,5 pl. Cada haste capilar tem de ter no maximo
2 odcitos ou embrides.

+ Colocarimediatamente a haste capilar e o dispositivo de inser¢éo no interior da palhinha e empurrar até a parte retangular
do dispositivo de inser¢éo entrar em contacto com a extremidade alargada da palhinha.

+ Apertar ligeiramente a palhinha entre um dedo e o polegar, e remover o dispositivo de insergéo.

+ Enquanto segura a palhinha na devida posicéo, selar a extremidade aberta com um dispositivo de selagem SYMS.

+ Segurar a palhinha com uma pinga na area da haste de manuseamento.

* Mergulhar rapidamente toda a palhinha no LN,, verticalmente. Agitar suavemente a palhinha no LN, durante alguns
segundos, de modo a evitar a formagdo de uma camada de bolhas de ar isolante a volta da palhinha.

Carregar a Cryolock da seguinte forma:

+ Com uma micropipeta, carregar cuidadosamente um maximo de 2 espécimes na superficie cdncava da ponta (0 mesmo
lado do logétipo Cryolock) a cerca de 3 mm (1/8") do bordo da ponta (utilizar a marca preta como referéncia), removendo
o0 eventual excesso de solugdo crioprotetora e deixando o menor volume de meio de vitrificagdo possivel (< 1 ul).

* Opgéo A: Imediatamente e antes de mergulhar a Cryolock em LN, inserir cuidadosamente a ponta na tampa, rodando-a
e apertando bem até que fique fixa.

* Opgéo B: Mergulhar de imediato a ponta e a tampa dentro do LN,. Aguardar que a formagéo de bolhas pare, para que
se atinja o equilibrio. Inserir cuidadosamente a ponta na tampa, rodando-a e apertando bem até que fique fixa.
NOTA: A Opgéo B n&o esta aprovada para utilizagéo nos EUA.

+ Mergulhar rapidamente a Cryolock no azoto liquido.
NOTA: Armazenar sempre a Cryolock com a tampa virada para baixo.

Colocar a CryoTip, HSV straw ou Cryolock vitrificadas dentro do criotubo ou taga (na vareta de criopreservagéo) cheias

e mergulhadas em LN,. Tapar o criotubo (ou taga) ou fixa-lo(a) em posigéo invertida com outro criotubo destapado para

fixar o dispositivo vitrificado no azoto liquido.

Deslocar o reservatorio de LN, para junto do congelador de criopreservagéo de LN, e transferir a vareta de criopreservagéo

com o respetivo conteldo para o congelador de criopreservagao, para armazenamento a longo prazo.

B. Protocolo de vitrificagdo de EMBRIOES (PN a blastocisto):

1.
2.

3.

Protocolo de vitrificagao:

Dispensar asseticamente uma gota de 50 pl de ES na tampa invertida de uma placa de Petri.

Retirar da incubadora a placa de cultura que contém o(s) embrido(des) e verificar a qualidade do(s) espécime(s)

ao microscopio. Quando possivel, selecionar apenas o(s) embrido(6es) de melhor qualidade para vitrificagéo.

Transferir cuidadosamente os espécimes (até dois de cada vez) com o minimo de volume de meio da placa de cultura para

a gota de ES e iniciar o temporizador.

Os embrides devem equilibrar-se lentamente na gota de ES, por queda livre, durante 6-10 minutos.

Nota: O espécime encolhe e, depois, retoma gradualmente o tamanho original, o que indica que atingiu o equilibrio.

CUIDADO: Reduzir ao minimo a exposi¢éo do(s) espécime(s) a luz durante o equilibrio nas gotas de ES e VS.

Durante o tempo de equilibrio na solugéo ES:

+ Preparar uma gota de 50 pl de solugdo, conforme se mostra na Fig. 8, e preparar a CryoTip, HSV Straw ou Cryolock
para carregamento.

Seguir o protocolo, conforme descrito anteriormente (Secgéo A — Protocolo de vitrificagdo de oécitos [MII]), dos passos 9 a 12 para
exposicéo as solugdes VS, carregamento da CryoTip, HSV Straw ou Cryolock, submerséo em LN, e armazenamento a longo prazo.
Para obter mais informagdes sobre a utilizagdo destes produtos, cada laboratério deve consultar os respetivos procedimentos
e protocolos que tenham sido concebidos e otimizados especificamente para o seu programa médico.
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INSTRUGOES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
Conservar os tubos por abrir refrigerados entre 2 °C e 8 °C. Quando conservadas de acordo com as instrugdes, as solugdes
do Vitrification Freeze Kit mantém-se estaveis até a data de validade indicada nos rétulos dos tubos.

Né&o utilizar os meios decorridas mais de oito (8) semanas ap6s a abertura dos recipientes.

Como o produto contém material de origem humana, poderéo desenvolver-se particulas durante a conservagao. Nao se conhecem
efeitos destas particulas no desempenho do produto.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS
Este dispositivo foi concebido para ser utilizado por pessoal com formagéo em técnicas de reproducéo assistida. Estas técnicas
incluem a aplicagdo prevista para a qual este dispositivo foi concebido.

A instituicdo do utilizador deste dispositivo é responsavel pela manutengéo da rastreabilidade do produto e tem de cumprir
a legislagao nacional sobre rastreabilidade, sempre que aplicavel.

Como uma precaugao adicional durante o procedimento de preparagéo, recomendamos que cada CryoTip seja cuidadosamente
examinada quando retirada da embalagem. Antes da utilizag&o, as CryoTips devem ser examinadas numa ampliagdo adequada
(ampliagéo de 40x) em relag&o a possiveis danos (como quebras ou rachas na ponta) que possam ter ocorrido durante o transporte.

Néo utilizar nenhum tubo de solugéo que apresente evidéncias de danos, fugas, particulas ou turvagao, ou que tenha mudado
de cor. Eliminar o produto de acordo com as regulamentagdes aplicaveis.

Para evitar problemas de contaminag&o, manipular o produto em condigdes de assepsia.

Aliteratura de investigag&o atual indica que ndo se conhecem os efeitos da vitrificagdo em oécitos e embrides a longo prazo.
Né&o utilizar nenhum frasco cuja embalagem estéril tenha sido comprometida.

UE: As medidas padrdo para prevenir infecdes resultantes da utilizagdo de produtos medicamentosos preparados a partir
de sangue ou plasma humano incluem a seleg&o de dadores, o rastreio de cada um dos produtos doados e de bancos de plasma
para dete¢do de marcadores de infegdo especificos, bem como a inclusdo de etapas de fabrico eficazes para a inativagao/
eliminacéo de virus. Nao obstante estes cuidados, ndo é possivel excluir totalmente a possibilidade de transmisséo de agentes
infecciosos quando se administram produtos medicinais preparados a partir de sangue ou plasma humano. Isto também
se aplica a virus desconhecidos ou emergentes, bem como a outros agentes patogénicos. N&o ha relatos que documentem
atransmisséo de virus com albumina fabricada de acordo com as especificagdes da Farmacopeia Europeia através de processos
comprovados. Recomenda-se vivamente que, sempre que produtos de meios reprodutivos da Irvine Scientific, LLC sejam
administrados a um doente, se registe o nome e o nimero de lote do produto, de modo a manter uma ligagéo entre cada doente
e o lote do produto.

EUA: Este produto contém albumina sérica humana (HSA). Os materiais de origem humana usados no fabrico deste produto
foram testados com kits aprovados pela FDA ndo sendo reativos aos anticorpos da hepatite C (VHC) e aos anticorpos do virus
da imunodeficiéncia humana (VIH). No entanto, nenhum método de teste oferece garantia absoluta de que os produtos derivados
de materiais de origem humana nao sejam infecciosos. Manusear todos os materiais de origem humana como potencialmente
passiveis de transmitir infe¢des, adotando precaugdes universais. Os dadores do material de origem também foram submetidos
a testes para despiste da Doenga de Creutzfeldt-Jakob (DCJ).

CONTRAINDICAGOES
O produto contém sulfato de gentamicina. Devem ser tomadas as precaugdes adequadas para assegurar que o doente ndo
¢é sensivel ao antibiético.
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EAAHNIKA
ZYZITAZH NPOZOXHEZ A THN E.E.: lNa emayyeAuarikr xprion pévo.

ENAEIZEIZ XPHZHZ

To Vit Kit-Freeze mpoopietar yia xprion oe diadikaaieg uoBonBolpevng avamapaywyng yia v vakotoinan kar m @UuAagn
avBpwmivwy wokuttapwy (M), mpotupnvikwv (PN) (uywTwv £wg uplwy ot aTadio oxaong nuépag 3 kar pPpuwv ag oTadIo
BAaaTokuatng. To KIT auTé éxel oxediaaTei yia xpAon ue 10 CryoTip (Ap. kataAdyou 40709) kai 1o kit ATéyuéng Yaomoinang
(Vit Kit-Thaw) yia T BEATIOTN OTTOKATACTACT TWV dEIYHATWY.

MNEPIFPA®H THX LYIKEYHZ

To Equilibration Solution-ES ¢ival éva pubuioTiké diahupa HEPES Méoou-199, 1o omoio mepiéxel Berlki yeviapukivn,
7,5% (.6.) a6 kabe dipeBurogouhgoteidio (DMSO) kai aiBulevoyAukoAn kai 20% (k.0.) cupmAfpwa opol degrpdvng (DSS).
To Vitrification Solution-VS eival éva pubuioTiké didhupa HEPES Méoou-199, 1o omoio TepI€xel BelikA yeviapukivn,
15% (k.6.) amd kabe diueBulocouAgoeidio (DMSO) kar aiBuhevoyAukon, 20% (k.6.) cupmrAfpwua opol de§tpavng (DSS)
kar 0,5 M aakyap6dng.

To DSS eivar éva aupmAipwua mpwTeivng 1o omoio mepiéxel 50 mg/mL avBpwivng aABoupivng opold (HSA) BepateuTikol
T0Tmou Kai 20 mg/mL de§rpavng. To DSS xpnaipotoicitar oe ouykévipwan 20% (k.6.) oTo Vit Kit-Freeze yia emiteugn TeAikig
ouykévipwaong 10 mg/mL HSA kar 4 mg/mL derpavng.

Autd Ta 600 SiaAdpata poopidovral yia Xpraon d1adoxIkd, aUu@wva e To TPWTOKOAAO uaAoTToinang o€ oTAdIa Pe JIKPOaTay6va.

LYNOEZH

Alata kai 16VTa Tupoaivn PiBédn AiBeiwdeg varpio
XAwpioUxo varpio Ahavivn Touavivn ®uMikd ogu
Dwaoopikd varpio AoTraptikd 0g0 Oupakiin AApa TOKOPEPOAN
XAwpiouxo kaAio I'houtapiké 0§l =avlivn AvTiBloTiKé
OclK6 ayvAaio IgoAeukivn Oupivn €K YEVTapUKivN
QUKo virplo eukivn Yrogaveivy Evepyelakd urokardorara
XAwpioUxo acBéaTio MeBeiovivn Adevoaivn m&)v(—
Xhwpiolxog xoAivn Gavuhahavivn Birayiveg kai Ivocnér)]\n
Nimpikdg idnpog Zepiv ueraMhiké oToixeia Nowrei
PuBioTiké SidAupa Opeoviv KahoigepoAn K;"T& \Bouwi ]
AITTavBpaKik varpio Tpu1’1To<pavr] AGKOPBIKG 080 vBpwTivn aABoupivn opou
HEPES sgA'Vﬂ " ApivoBevZoikd o0 Kpuompoorareutiké uhiké
Aciktng pH KU(F;??\:TPO vn NIK’OTIVIK() o o gsﬁpavn
Epubpd TG gaivoh " Apidlo vikoTIVIKoU 0€0g akxapodn

pubpOTIS @ ns Kuoreivi 5 00 5
AUIVOEE n MavioBevikd o AiBulevoyhuKoAn
A—M AvTiofeI5wriKo PiBogAapivn AipeBuhooourgogeidio
F)E)UV;}’\IIVH outabeidvn Ociapivn Nepod
I0T|6ivrr]] Ahha Biotivn MoidmTa evéaipou
Augivy Oe1ikr adevivn Mupidogivn uSarog (WFI)
MpoAivn AeogupiBoln

AIAZOAAIZH NOIOTHTAZ
Ta diaAupara mou TepihapBdavovtar ato Vit Kit-Freeze dinBouUvrar pe pepPpavn kar umoBaMovtal oe emegepyaaia pe donmm
TEXVIKI, PE TNV EQAPHOYA ETTIKUPWHEVWY BIAdIKACIWV TTApaywYng.
Kabe maptida tou Vit Kit-Freeze umopaAetar aTig akéAoubeg dokipaaieg:
AlaAopara kai CryoTip.
Evdotogivn pe T pebodoAoyia mpoioviwy Auong auoiBadoeidwv kuttépwy Limulus (LAL) (< 0,6 EU/mL)
Mpoadiopiopd epPpUou TOVTIKWY (VoG KUTTdpou) (€ didykwan Tng BAacTokUaTnG = 80%)
Z1e1pOTNTA PECW TNG TPEXOUCAG doKIpaaiag oTelpdTTag kard USP <71> (Emituyng)
‘Oha 1a amoteAéopara avagépovral e MigTomoinTikd AvaAuang €181kd avd Traptida, To otroio diatiBeTal KATdIV AITAPATOG.

ATMAITOYMENA YAIKA NMOY AEN MEPINAMBANONTAI

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (Ap. kataAdyou 40709) rj Mayiéta HSV (Ap. kataAdyou 25246-25251) fj Cryolock™ (Ap. kataAdyou
CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ X0vdeapog Irvine Scientific, LLC (Ap. katahdyou 40736) f GAAog rpocappoyéag

+  Xteipa TpuBAia petri (50 X 9 mm, Falcon 351006 fj ic0d0vaua)

+ KpuoowAnvépia (4,5 mL) i kpuoowAAveg Kal kpuopapdol

+  Tpomotoinuévo péoo kKaAAiEpyeiag HTF - HEPES (Ap. kataAdyou 90126) cuuAnpwuévo pe mpwreivn

* Yahoupovidaaon (Ap. kataAdyou 90101)

+  AvaAwoipa yavria

+ Z0piyya Hamilton GASTIGHT® (50 uL, Ap. katahdyou 80901) f aAo epyaAeio avappoenang

o Tliméteg peTa@opdg (miméTeg amd yuaAi dIapopPwuEVO e EAEN 1 AKPO MIKPOTTITIETWY WE ECWTEPIKA DIAPETPO Gkpou ~200 pm)

+ AaBida

+ OepuokoANTAG WONG
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Yopaylotig SYMS yia v mayiéta HSV

XPOVOUETPO 1) XPOVODIAKATITNG

Aetapevn uypoU alwrou (doxeio NTiouap f Goxeio amd agpo styrofoam pe kamaki, dykou 1-2 L)
Yypd adwro [emapkAg 6ykog yia Tv emiteugn BaBoug 4 iviowv (10 cm) atn de€apevn]

OAHTIEZ XPHZIHE
Amnaithoeig e§aptnuatwy Vit Kit-Freeze (avahoya pe v epappoyn):

Equilibration Solution (ES):
60 pL yia 1o TpwtdKoAAO UAAOTIOINGNG WOKUTTAPWY
H

50 pL yia 1o TpwtdkoAAo uaAotoinang epppUwY

Vitrification Solution (VS):

50 pL yia mpwréKoAAo uarotroinang

1 CryoTip A mayiéta HSV A Cryolock (puAdoael Ewg 2 deiypata)
1 Z0vdeopog

NPQTOKOAAO YAAOMNOIHEHE:

IHMEIQZH: O diadikacieg mpémel va Oie§ayoval ag Beppokpacia dwpartiou (20-27 °C). MH xpnoiyotoieiTe PIKPOOKOTIO
e Bepuaivopevn Tpameda yia TG akdhouBeg diadikaaieg. TYLTAZH MPOZOXHL: Meplopiote aTo eAdyioTo TV ékBean Tou
Sefyparog aTo guwg Katd tn didpkeia g e§l0oppdTnang ota diaAlpata ES kai VS.

1.

6.
A

®épete My mogdTa Twv diaAupaTwy ES kai VS mou mpdkeital va xpnaigomoinBei o€ Bepuokpaaia dwyariou (20-27 °C).
YHMEIQZH: Amogelyete va @épvete oAokAnpa Ta @iaAidia Twv diahupatwy ES kar VS oe Beppokpacia dwyariou
emavelAnupéva, KaBe gopd Tou xpeladeTal kamolo uépog Tou diaAlpatog. Eival kaAltepo va yiverar kAaouarotmoinon
NG TOCdTNTAG TTOU TTPOKEITAI Va XpnaolpoTroindei kal va emavépyovTal Ta gialidia ag Bepuokpaaia 2-8 °C apéowg petd
v kAaoparotoinan. MNa 1o mpwtdkoAo ualoTroinang wokuTTdpou amaiteital emiong 1o Tpototoinuévo HTF (HEPES)
e TpwrEivN.
MAnpwarTe Tn deapevn uypol alwrtou pe uypd Glwto (ETapkég yia va emTeuyBei Babog 4 viawv (10 cm) A yia v TARPN
€UBUBION TOU KPUOCWANVApPIOU TTOU UTTAPXE! ETAVW aTN PARGO) KaI TOTTOBETAOTE KOVTA GTO UIKPOTKOTIO. [pocapTiaTe éva
KPUOOWANVApIO 1 Hia KpuopdRdo (xwpig To Twua) aTov KATW CQIYKTAPA Hiag kpuopdBdou kal eppubiote aTo uypd alwro,
Y10 TV TIpogTOIMacia Twv uahotroinuévwy delyudtwy yia @UAagn.
MpoadiopioTe Tov apiBPG Twv delypaTwY TTOU TTPOKEITAI va uaAoTroinBouv.
Emionudvere kdBe amoateipwpévo TpuBAio petri (1} kamdki) kal Tn cuakeur) @UAAENG KPUOGUVTAPNONG HE TIG ATTAPAITNTEG
TANPOQOpieS.
AvaoTpéwte pe ATTIES KIVATEIG kGBE @1aAidio ES kal VS dUo gopég yia va avapixBolv Ta Tepiexoueva, TpIv ammo Tn Xpron.
MpoetoipdaTe 10 TPUPAio PE aTaYOVES DlaAupdTwy yia Tn diadikacia uaAotoinong, wg egig:

MpwtdékoAAo uahomoinong QOKYTTAPQN (MIl):

IHMEIQZH 1: Ta avaktnpéva wokUITTapa TPETTEN va ATTOyUuVWVOVTal pe uahoupoviddon, woTe va emBeBaiwbei 611 ival MII.
ZHMEIQZH 2: Avatpégre otnv Evotnta B yia 1o TpwtéKoAo ualotroinang euppliwy.

1.

Alaveipete pe donTTn TEXVIKA pia aTayéva 20 pL amd 1o péoo kahigpyeiag, To Tpomotroinuévo HTF - HEPES pe mpwreivn
Kal 10 ES o€ atev eyy0tnTa emavw O€ éva aveoTpapuEVO KATTAKI aTeipou TpuBAiou petri, dTwg @aivetar oty Eikéva 1 kai
T0TT0BETAOTE TO TPUBAIO OTNV TPATIECD TOU PIKPOOKOTTIOU:

+ pia otayéva 20 pL tou Tpotromroinuévou HTF (HEPES pe mpwreivn)

+ T1peig aTaydveg 20 pL (60 pL ouvoAika) ES (ES1, ES2, ES3)

AmopakpOveTe To TPUBAIO KaAAIEpyelag Tou TrepiExel Ta wokUTTapa MIl amé Tov emwaaThpa Kal eAEyETe TNV TTOI6TNTA TWV

delypaTwy oTo pikpoakotio. Otou eival duvardy, emiAéyete udvo To A Ta wokiTTapa atadiou MIl Tng kaAlTepng TToI6TNTAG.

LYZTAXH NMPOZOXHZ: MepiopiCete 1o eAdyIoTo TNV €KBeaN TOU A Twv JEIYPATWY OTO QWG KATA TN dI1APKEIA TNG

e¢looppdmnang aTig atayoveg H, ES kai VS.

Metagépete Ta wokUTTapa (wg 2 KABe Popd) pe eAaIOTO dyko péoou amod 1o TpuBAio KAAAIEpYEIAg (TTOV ETWACTAPA) GTN

otayéva 20 L H emi éva Aemrd.

Avapigre T otayéva H pe T otayéva ES1 (BA. Eik. 1, BEAog 1) pe T0 KPO TNG TITIETAG PETAPOPAS Kal ETITPEWTE VA Yivel

auBéppnTn avapeign Twv d0o diaAupaTwy, emmi 2 AeTTd.

Z1n ouvéxela, avapeifre T otayéva ES2 (BEAog 2) pe To peiypa Twy TPonyoUPEVWY aTayOvwy Kal a@aTe i 2 AeTrTd.

MeTagépete 10 f} Ta wokUTTAPA Pe EAAXIOTO Oyko dlaAluarog amd Tnv avapelypévn arayéva otn otayova ES3 emi

6-10 AerT@. Znueiwaon: H e§iooppdmnan Tou f Twv wokuTtdpwy aT1o ES3 oAokAnpwvetar dtav 1o méyog Tng diagavoug wvng

Kal Tou TepIAeKIBIKOU Xwpou gival ioo. To 1 Ta wokiTTapa Ba kabifavouv aTov TuBUEva TG aTayOVag EVIOS 3 AETITWV.

Kard  Sidpkela Tou xpdvou e§iooppdmnang ato ES3:

Aiaveipete pe dontrn TeXVIKA pia (1) otayéva 50 pL tou VS 2 Aerrra mpiv amd v TARpn §100ppATINGN KAl TTPOETOINACTE

yia @épTwan 1o CryoTip (Eik. 3), Tnv mayiéta HSV (Eik. 4) rj 1o Cryolock (EIk. 5):

THMEIQZH: EetdoTe TpooekTIK TN GUCTKeUR uahoTroinang kai 10 akpo, TpIv amd Tnv évapgn Tng diadikaaiag.

+ CryoTip: ouvdéaTe aTn auplyya Hamilton f o€ kat@AAnAo epyaAeio avappdenang xpnoIHOTIOILVTAG Evav OUVIETUO
1} évav mpoaapuoyéa, wate va dlaceahiaTei kah appayion. ZHMEIQZH: AiatnpAaTe 1o petaAAikd xiTwvio kaAuyng emévw
ato 10 SlapopPWHEVO LE EAGN AETITO GKPO WOTE va TIpoaTaTeUETal EwG OTOU Eival £TOIKO VIO TN GOPTWON TV JEIYHATWV.

+ Tayiéra HSV: ouvdéaTe T0 HakpU AKPO TNG PTTAE TTAQGTIKAG GUCKEUNG EI0AYWYRAG OTO EyXPpWwHO AKpo TG pARdoU XEIPITUOU.

+ Cryolock: amokoAAAaTE TO TTOHA.
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12.

B.

1.
2.

3.

Ta akéAouba BAuara (9-13) Ba mpémel va ohokAnpwBouv evidg 80-110 deuteporémTwy. TYEITAZH MPOLOXHE: H ékbean

Twv delyudtwy oo didAupa VS Ba Tpémel va TrepIopileTal, TTPOKEIEVOU VO ATTOTPETIETA N KUTTAPOTOEIKOTNTA. To f Ta deiypata

Teivouv va emmAéouv 0To VS, 0TT6TE pUBiaTE TNV E0TIOGN TOU UIKPOOKOTTIOU, WOTE VA EXETE CUVEXWG EIKOVA KATA Th SIdpKEIQ

NG €kBEaNG Kal BIATAPACTE TO AKPO TNG THITTETAG HETAPOPAG KOVTE, TIPOKEILEVOU va eEa0@aNIZETal N TaXEia ETAQOPA PeTAL)

Twv atayévwy VS. Avarpétre atnv Eikéva 6.

AgoU ohokAnpwbei n e§iooppdtnon aTo ES, avappognote pia moadtnta ES otV mMIMETA PETAQOPAG KOl PETAPEPETE

10 1} Ta deiypara pe eAdxIoTO GyKo amo Tn aTaydéva Tou ES atn atayéva Tou VS yia 30 deutepOAemTa.

<Dop1wcn£ ka1 BeppokoAfaTe 1o CryoTip wg eAg (BA. Eikéva 7a):

YUpeTe TO PETAMAIKO XITWVIO KAAUWNG TTPOG Ta emmdvw Katd pAkog Tou CryoTip WOTE va aTOKAAUWETE TO AeTITO
€0BpauaTo akpo.

+ Xelpigopevol 1o CryoTip kai ) oUplyya Hamilton eviy Traparnpeite 010 PIKPOOKATIO, avapPOYNOTE TTPOCEKTIKA Evav
ikpd dyko Tou VS €wg Tnv €vdeIgn ap. 1 tou CryoTip.

+ ZUuvexioTe TNV TTIAPATAENCN OTO MIKPOTKOTIIO KAl AVAPPOPRAATE WE ATTIEG KIVATEIG TO deiyua pe 10 VS Ewg Ty évdeitn
ap. 2 Tou CryoTip.

+ Twpa mapatmpnoTe ameuBeiag 1o CryoTip Kal avappo®rnaTe TeploaoTepo VS £wg Ty €voeign ap. 3.

+ To deiypa mpémel va Bpioketal petagl tng €vOeIgng ap. 2 kal TG Evaeigng ap. 3.

+  OepuokoriaTe (oppayion ap. 1) 1o CryoTip otV évdeign ap. 1 (A akpIBwg KATW AT AUTAV) Kal GUPETE TO XITWVIO
KaAuwng TaAI TPOG Ta KATW, WOTE va KAAUTITEN Kal val TTpooTaTeUel To AeTTo €08pauaTo dkpo.

+  AgaipéoTte mpooekTikd To CryoTip amo To epyaleio avappdenang Kai Tov Tpooapuoyéa Kal, T GUVEXEID, BEpHOKOMATTE
(o@payion ap. 2) ato mayu akpo tou CryoTip, Tavw amd TV €vOEIgn ap. 4.

+ BuBiote 10 kaAuppévo CryoTip ameubeiag o€ uypd ddwro (wién pe pubud —12.000 °C/Aemrto) (BA. Eikdva 7).

®optwaTe kal oppayioTe Ty TayiéTa HSV wg egig:

+ XpNOIYOTIOIWVTAG HIa PIKPOTTITIET, EVATTOBEDTE e TIPooOXN TO 1 Ta deiypara aTnv auAaka g TpIXoeIdIKAG pdpdou
o€ amoéaTaon 1 mm amé 10 Akpo. H ataydva Tou TepIEXE TO ) Ta deiypara TPETE va EXEl OYKO MIKpOTEPO atd 0,5 pl.
Ye KABe TpIX0EIDIKA pARdo emiTpETOVTAI TO TTOAU 2 WokUTTapPa A €Upua.

+ TomoBetnoTe apéowg TV TPIXOEIBIKK pARdO Kal To epyaleio Xelpiopol péoa otnv Tayiéta kal wbnaoTe, Ewg otou
TO TETPAYWVO TUAUA TOU EpyaAEiou XeIpIoPOU €pBEI OE ETTAQN ME TO DIEUPUPEVO AKPO TNG TTAYIETAG.

+  TowmAaTe EAa@pd TV TTaYIETA PE TOV QVTIXEIPA Kl TOV OEIKTN TOG KAl AQAIPETTE T GUOKEUR EIC0AYWYAG.

+ Evw ouykpareite Tnv Tayiéta atn 6éon g, oppayioTe 10 avoiktd AKpo XpnalpoTIolILvTag Evav agpayiaTh SYMS.

+  KparioTe TV ayiéta xpnaipotolwvag Aapida atnv mepioxr TG papdou xelpiauoU.

+ BuBioTe ypryopa oAdkAnpn mv mrayiéta katakdpu@a oo LN, Avakatéwte pe Amieg Kivijoeig Ty mrayiéta ato LN, yia
EPIKA OEUTEPOAETTTA, £TTT (WOTE VO ATTOPEUXBET 0 TXNUATIOPAG EVOG OTPWHATOG UOTAIDWY éPa YUpw AT TV TrayIETaL.

®optiwate 1o Cryolock wg e8ig:

+  XpNOIPOTIOIWVTAG IO PIKPOTTITIETA, QPOPTWATE TTPOCEKTIKG 2 Oefypata 10 péyioTo aTnV KOiAn emM@AveIa Tou GKpou
(oTnv id1a TAeupa e To AoyoTuo Cryolock), o€ améoTaon mepitou 3 mm (1/8") ammd 1o AKpo, (XPNOIHOTIOIRCTE TN Palpn
¢vdeItn wg avagopd), amopakpivovTag KaBe Tepioaeia Tou SIaAUPATOG KPUOTIPOOTATIAG KAl APAVOVTAG 600 TO duvaTév
IKpdTEPO GYKO TOU pécou uarotroinong (< 1 pL).

+ Emoyn A: Apgowg kai piv amé v eppBion Tou Cryolock aTo LN,, i0aydyete TPOOEKTIKA TO GKPO OTO TI(OMA,
TEPIOTPEPOVTAG EAAPPE Ewg OTOU OTEPEWDE.

+ Emoyi B: EpBuBioTe apéowg 1o akpo Kkai To Twpa oo LN,. Mepipévete va oTaparioel o oxnuaniopds guoahidwy
yia TV e§100ppdTNON. EIoaydyeTe TPOOEKTIKA TO AKPO OTO TTWUA, TTEPIOTPEPOVTAG EAAPPE EwG OTOU OTEPEWDEI.
YHMEIQZH: H emihoyn B dev éxer Aapel éykpion yia xprion otig H.M.A.

+ Bubiote ypriyopa 1o Cryolock oo uypd dlwro.

YHMEIQZH: GuAdooete mavra To Cryolock pe To WA OTPAPPEVO TTPOG Ta KATW.

. TomoBethote 10 vahomroinuévo CryoTip, Tnv Tayiéra HSV A 1o Cryolock péoa oTo epubiopévo, mAnpwpévo pe LN,

KpuoowAnvdplo fi kummeAo (emévw oTnv KpuopdRoo). Mwpariote 1o kpuoowAnvdpio (i To kKUTEAO) 1/ TpooapTAGTE
avdamoda o€ Evav AAAo, un TWHATIOPEVO KPUOGWANVAPIO, TTPOKEILEVOU VO OTEPEWTETE TNV UAAOTIOINUEVN GUOKEUR UEGA OTO
uypé afwro.
MerakivioTe T Segapevi LN, mAnoiéotepa otov kpuokarawlkm LN, kai petagépeTe Tnv KpuopdBdo pe Ta TEpIEXOHEVa aTov
KPUOKATAWUKTN, YIa pakpoxpovia eUAAgN.

EMBPYA (PN o€ BAacTokioTn):

MpwtékoAAo uaomoinong:
Alaveipete pe GonTn TEXVIKNA pia aTayéva 50 pl ES ot éva aveaTpappévo kataki evog TpuBAiou Petri.
AmopakpUverte 1o TpUBAio KaAAIEpyeIag TTou Trepiéxel To A Ta éuBpua amd Tov emwaoTipa Kal EAEYETE TRV TOIOTNTA TOU A TWV
delypdtwy ato pikpoakotio. Omou eival duvatdv, emAEyeTe povo To fy Ta EuPpua TNG KAAUTEPNG TTOI6TNTAG Yia uaAoTroinan.
MeTagépete TpooekTikd T0 Seiypa (wg dUo kaBe popd) pe eAGyIOTO dyko péoou amd To TpuPAio kaAhiépyeiag oTn aTayéva
ES kai ekKIVAQTE TO XPOVOUETPO.
Ta épppua Ba mpémel va e§looppotrolvtal 0T oTayova ES apyd, pe ehelBepn mrwaon emi 6-10 Aemrtd.
Inpeiwon: To deiyya Ba ouppikvwdei Kai, aTn cuvéxeld, Ba avaktioel oTadiakd To dpxikd Tou péyeBog, Tpdayua TTou
uTrodelkvUEl OTI N €§l00pPOTINGN EXEI OAOKANPWOEI.
LYXTAXH NPOZOXHEZ: Mepiopilete aTo eAdxioTo TNV €KBEON TOU 1} TwV SEIYUATWY OTO QWG KATA Tn dIAPKEID TNG
elooppoTang oTig ataydveg ES kar VS.
Katé n didpkeia Tou xpdvou e€igoppomnang ato ES:
+ Eroipdore pia atayéva 50 pl tou diahpartog VS 6mwg @aiveral atnv Eik. 8 kai TpoeToipdaTe 1o CryoTip, TV TayiéTa

HSV 1 10 Cryolock yia opTwan.
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AkohouBriaTe To TpwTOKoAO dTTWG avaypdgetal Tapamdvw [EvotnTa A - MpwtdkoMo uaotoinang wokuttdpwy (MIl)] améd
Ta Bhuara 9 éwg 12 yia Tnv ékBean o€ SiakUpara VS, ™ ¢dpTwan Tou CryoTip, Tv mayiéra HSV f Cryolock, Tnv BuBion oe LN,
Kal Tn pakpoxpovia eUAagn.

Mo mp6oBeTeg ATITOEPEIEG OXETIKA WE TN XPATN TWV TTPOIGVTWY aUTWY, KABE epyaaTripio Ba Tpémel va auuBouleleTal TIg OIKEG
TOU £pyacTnplakég diadikaaieg kal TpwtdkoAAa, Ta oToia Exouv avamTuyBei kai BeAtioTomroin6ei €101kd yia 1o 81k6 ToU 10TPIKO
TPOYPApu.

OAHTIEZ ®YAAZHZ KAI ZTAGEPOTHTA

Quhdooete Ta kKAeloTd @laAidia aTo yuyeio ot Beppokpaaia 2 °C éwg 8 °C. Otav guldcaoovial alugwva pe TIG odnyieg,
Ta d1aAUpara Vitrification Freeze Kit mapapévouv o1abepd éwg v nuepopnvia ARENG Tou avaypdgetal 0TI ETIKETES Twv PIAAIDIwV.
Mn xpnoipotrolgite Ta péoa yia TEPICTOTEPES ATTO OKTW (8) eBOOPAdES, apol avoixBolv o1 TTEPIEKTEG.

KaBwg utrapyer uAikd avBpwivng TTpoéheuang aTo Tpoidy, uTropei va avamTuyBei kamoia Tog6TNTa WHATIdIAKAG UANG KaTa
T didpkeia TG @UAagNG. Auté To €idog awpamidiakng UANG dev eival yvwaTo va €xel midpaan atnv amddoan Tou TTPOidvTOG.

MPOO®YAAZEIZ KAI MPOEIAONOIHZEIX

H ouokeuny aut poopietal yia xpAon améd TpoowTikd ekmaideupévo oTig diadikaaieg umrofonBolpevng avamapaywyng.
O1 d1001Kkaaieg auTég TePIAAPBAVOUV TNV UTTOBEIKVUOLEVN EQAPHOYH YIa TNV OTTOia TTPOOPIGETAl N GUTKEUN AUTH.

H eykardoTacon 6mou Ba xpnoiyomoinbei auth n ouokeun eival umelBuvn yia T diatipnaon TG IXVNAACIPGTNTAG TOU TTPOIGVTOG
Kal TTPETIEI VA GUPMOPQWVETAI PE TOUG £BVIKOUG KavovIaHoUg TTou agopolv TV IxvnAaaiuétnta, 61ou epappoleTal.

Qg Tp6obeTn TpopUAatn katd T diadikagia Tng TpoeToIuaaiag, ouviaTolue kabe CryoTip va efeTaleTal TPOOEKTIKA dTAV
agaipeitar amd  ouokeuaaia. Mpiv amd m xprian, Ta CryoTip 6a mpémel va egeTddovTal ue kataAnAn peyébuvon (ueyeBuviki
10%0¢ 40x) yia mBavég {npiEg (6Twg Bpalon f pwypég aTO AKPO) TTOU PTTOPET Va £X0UV GUMPBET KATA TN HETAPOPA.

Mn xpnaoigomoleite omoiodAmoTe QIaAidIo diaAlpatog Tou Trapouaiddel evaeifelg {nuiag, Siappong, owpaTIdIakAg UANG
1 BoAepdTnTag f £XEI AANOIWUEVO XpWHA. ATIOPPIYTE TO TTPOIGV CUPPWVA LE TOUG 10XUOVTEG KavovITUOUG.

lNa va amogUyete TpoPAfuaTa pe poAuvan, XeIpIOTEITE EQAPUOlOVTAG ATNTITEG TEXVIKEG.

Emi Tou mapévrog, n epeuvntikn BiBAIoypagia katadeikvUel 8TI 01 HJOKPOTTIPOBETUES ETITITWAEIG TNG UAAOTIOINONG OTA WOKUTTAPA
Kal aTa éuBpua TTAPAPEVOUV AyVWOTEG.

Mn xpnoipoToleite Kapia @idAn oty otoia £xel TApABIAOTEN N aKePAIOTNTA TG ATTOOTEIPWUEVNG TUCKEUATIAG.

E.E.: Epapudovral ta TutrikG péTpa mpoAnwng AoIuWwEEWY amd T XpHon GapUaKEUTIKWY TIPOIGVTWY TToU £X0UV TTAPACKEUATTE
amoé avBpwTivo aipa f TAGoua Kai epIAapBavouv Ty iAoy Twv doTwv, Tn diahoyn pepovwpEVWY SwPEWY Kai TN dnpioupyia
SeGapeviv TAGOUATOG yIa GUYKEKPIMEVOUG BEiKTEG Aoipweng, kaBwg kai T oupTTEPIANYN aTTOTEAETHATIKWY BNUATWY KaTa TV
Tapackeun yia Tnv adpavotmoinan/agaipean Twv 1wv. Mapdia autd, otav xopnyolvial QapUAKEUTIKA TTPOIGVTA TTOU EXOUV
TAPACKeUaaTel a6 avBpwivo aipa i TAaoua, dev gival duvatdv va amokAeIaTel evieAwg N TBavoTnTa PeTddoang Aoipoydvwy
mapayoviwv. Autd 1oxUel €TTiong kai yia dyvwaToug 1 veoeu@avifdpevoug 100G kar GAAoug TabBoydvoug pikpoopyaviopous.
Aev utrapyouv avagopég amodedelypévng peTadoong 1wv pe aABoupivn n oToia €xel TAPACKEUACTE! [E TIG TIPOSIAYPAPES TNG
Eupwmaikig Papuakotroliag, péow Twv Kabiepwpévwy diadikaaiwy. ZuviaTaral 1d1arépwg, kBe popa Tou xopnyouvTal péoa
kaAAiépyeiag TpoibvTwy kar péoa avamapaywyng Tng Irvine Scientific, LLC o€ évav agBevn, va karaypageral 1o dvopa Kai o
ap1Budg TapTidag Tou TPoidVTOg, WaTe va dlatnpeital évag aUvOEaog PETagy Tou aagbevoug kal TG TapTidag Tou TPOioVTOG.
H.M.A.: Aut6 o Tpoidv Tepiéxel avBpwmivn aABoupivn opol (HSA). To uAikd avBpwivng TpoéAeuang To oTroio xpnaiyoToleital
0TV TTAPACKEUN Tou TTPOidvTog autol €xel eAeyxBei pe eykekpipéva amd Tov Opyaviopd Tpoipwv kar Pappdkwy Twy HMA
(FDA) ki Kal €xel Bpebei 0TI dev avTidpd o€ avtiowparta kara Tou 100 Tng nmaritidag C (HCV) kar og avriowuata Katd Tou 100
avBpwmivng avogoavemapkelag (HIV). Qotéoo, kapia péBodog eAéyxou dev mpoapépel TARpn diacpdAion 6TI Ta TPoiGvTa
avBpwmivng Tpoéheuong dev eival pouopatika. O xelpiopdg OAwv Twv UNIKWY avBpwTivng TpoéAeuang TEETEl va yivetal
oav va eival duvaré va peTadwaouv Aoipwgn, epappogovTag yevikég Tpo@uAGgelg. Or 60TeG Tou apxIkoU UAIKoU éxouv eTriang
e&etaoTel yia voao Creutzfeldt-Jakob (CJD).

ANTENAEIZH
To poi6v mepiéxel Belikn yeviapukivn. Oa Tpémer va AapBavovTal ol amapaitnteg TPOoQUAGEEIS yia va SlacgahiaTei 0TI 0 aoBeviig
Oev €xel EuaIoBnaia 0T GUYKeKPIPEVO AVTIBIOTIKG.
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CESTINA
UPOZORNENI PRO EU: Pouze pro profesionalni pouziti.

INDIKACE PRO POUZIT

Souprava Vit Kit-Freeze je uréena pro postupy asistované reprodukce k vitrifikaci a uchovavani lidskych oocytti (Mil), pronuklearnich
(PN) zygot do Grovné embrya ve stadiu ryhovani 3. dne a embryi ve stadiu blastocysty. Tato souprava je navrzena k pouziti
se systémem CryoTip (katalogové ¢&. 40709) a vitrifikaéni rozmrazovaci soupravou (Vit Kit-Thaw), se kterymi dosahnete optimalni
obnovy vzorkd.

POPIS PROSTREDKU

Ekvilibraéni roztok Equilibration Solution-ES je HEPES pufrovany roztok média Medium-199 obsahujici gentamicin sulfat,
7,5 % (v/v) dimetylsulfoxidu (DMSO) a ethylenglykolu a 20 % (v/v) dopliiku Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrifikaéni roztok Vitrification Solution-VS je HEPES pufrovany roztok média Medium-199 obsahujici gentamicin sulfat,
15 % (v/iv) DMSO a ethylenglykolu, 20 % (v/v) DSS a 0,5 M sacharézy.

DSS je pfipravek k suplementaci proteind a sestava z 50 mg/ml lidského sérového albuminu (HSA) terapeutické kvality
a 20 mg/ml dextranu. DSS se v soupravé Vit Kit-Freeze pouZziva pfi 20 % (v/v) k dosazeni kone¢né koncentrace 10 mg/ml HSA

a 4 mg/ml dextranu.

Tyto dva roztoky se pouzivaji v pofadi podle krokl protokolu vitrifikace mikrokapek.

SLOZENi
Soli a ionty Prolin Ostatni Pyridoxin
Chlorid sodny Tyrosin Adeninsulfat Hydrogensifi¢itan sodny
Fosfore€nan sodny Alanin Deoxyriboza Kyselina listova
Chlorid draselny Kyselina asparagova Ribéza Alfa-tokoferol
Siran hofe¢naty Kyselina glutamova Guanin Antibiotika
Octan sodny Isoleucin Uracil Gentamicin-sulfat
Chlorid vapenaty Leucin Xantin Energetické substrat
Cholinchlorid Methionin Thymin ﬂé“za—“
Dusi€nan zelezity Fenylalanin Hypoxantin Inositol
Pufr Serin Adenosin .
Hydrogenuhli¢itan sodny Threonin Vitaminy a mineraly Protein .
HEPES Tryptofan Kalciferol Lidsky sérovy albumin
Indiktor pH \'_/lal('j” i Kyselina askorbova Kryoprotektant
Fenolova Gerveri ydroxyprolin Kyselina aminobenzoova Dextran

Cystin Kyselina nikotinova Sacharoza
Aminokyseliny Cystein ys S Ethylenalvkol
Arginin Y el Amid lkyselmy nikotinové thylenglykol
Glycin Antioxidant Kyselina pantothenova Dimethylsulfoxid
Histidin Glutathion Ripoflgvin Voda
Lysin Thlamln V kvalité vody pro injekci

Biotin

ZAJISTENI KVALITY
Roztoky soupravy Vit Kit-Freeze jsou filtrovany pfes membranu a asepticky zpracovany validovanymi vyrobnimi metodami.

Na kazdé $arzi Vit Kit-Freeze se provadéji tyto testy:
Roztoky a tyinky CryoTip

Na endotoxiny testem Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0,6 EU/ml)

Test na mySich embryich (jednobunééné pfi = 80 % expandované blastocysté)

Na sterilitu aktualné pouzivanym testem na kontrolu sterility podle Iékopisu USA <71> (Uspéch)
VSechny vysledky jsou uvedeny v analytickém certifikatu k prislu$né Sarzi, ktery je k dispozici na vyzadani.

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY

+ Tycinka CryoTip (kat. ¢. 40709) nebo kapilara HSV (kat. ¢. 25246-25251) nebo systém Cryolock™ (kat. ¢. CL-R-CT-B,
CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O) spole¢nosti Irvine Scientific, LLC

+ Konektor spole¢nosti Irvine Scientific, LLC (kat. ¢. 40736) nebo jiny adaptér

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

+ Kryozkumavky (4,5 ml) nebo zasobniky a drzaky

+ Modifikované kultivaéni médium Modified HTF - HEPES (kat. ¢. 90126) se suplementaci proteinu

+ Hyaluronidaza (kat. ¢. 90101)

+ Jednorazové rukavice

+ Injekéni stfikacka Hamilton GASTIGHT® (50 ul, katalogové ¢. 80901) nebo jiny aspiraéni nastroj

+ Transferové pipety (sklenéné pipety z tazeného skla nebo mikropipetové hroty s vnitfnim pramérem hrotu ~200 pm)

+  Pinzeta nebo klesté

+ Tepelna svarecka Impulse

+ Svéfetka SYMS pro kapilary HSV
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Stopky nebo ¢asovaé
Nadoba na kapalny dusik (Dewarova nadoba nebo nadoba z pénového polystyrenu s vikem, objem 1-2 1)
Kapalny dusik (objem postacujici k dosazeni hloubky 4 palcd [10 cm] v nadobé)

NAVOD K POUZIT
Potfebné slozky soupravy Vit Kit-Freeze (na aplikaci):

Ekvilibraéni roztok Equilibration Solution (ES):

60 pl pro protokol vitrifikace oocytu

nebo

50 pl pro protokol vitrifikace embryi

VitrifikaCni roztok Vitrification Solution (VS):

50 pl pro protokol vitrifikace

1 ty¢inka CryoTip nebo kapilara HSV Straw nebo Cryolock (k uloZeni az 2 vzorku)
1 konektor

PROTOKOL VITRIFIKACE: B
POZNAMKA: Postupy se provadéji pfi pokojové teploté (20-27 °C). Pro nize uvedené postupy NEPOUZIVEJTE vyhfivany stolek
mikroskopu. POZOR: Pfi ekvilibraci v roztocich ES a VS minimalizujte expozici vzorku svétlu.

1.

o0 ks W

A

Nechte mnozstvi ES a V'S, které ma byt pouzito, dosahnout pokojoveé teploty (20-27 °C). POZNAMKA: Nenechte celé lahvicky
ES a VS opakované zahfivat na pokojovou teplotu, pokud budete potfebovat vZzdy jen ¢ast téchto roztoku. Lepsi je odméfit
mnozstvi, které se ma pouzit, a lahvicky po odméfeni ihned vratit do prostoru o teploté 2-8 °C. Pro protokol vitrifikace oocytl
je také potfeba Modified HTF (HEPES) s proteinem.
Naplrite nadobu na kapalny dusik kapalnym dusikem (pouzijte objem postacujici k dosazeni hloubky 4 palct [10 cm] nebo
k Uplnému ponofeni kryozkumavky na drzaku) a umistéte do blizkosti mikroskopu. Pfipevnéte kryozkumavku nebo
zasobnik (neuzaviené vickem) ke spodni svorce drzéku a ponofte do kapalného dusiku, abyste je pfipravili k uloZeni
vitrifikovanych vzorku.
Stanovte pocet vzork( k vitrifikaci.
Vlyznatte nezbytné informace na Stitku kazdé Petriho misky (nebo vitka) a prostfedku ke kryouchovani.
Opatrnym dvojim pfevracenim promichejte pfed pouzitim obsah kazdé lahvicky ES a VS.
Postup pfipravy misky s kapic¢kami roztoku pro vitrifikaci:

Protokol vitrifikace 0OCYTU (MII):

POZNAMKA 1: Odebrané oocyty se denuduiji hyaluronidazou, aby se potvrdilo, Ze jsou MI.
POZNAMKA 2: Protokol vitrifikace embryi naleznete v éasti B.

1.

Asepticky nadavkujte 20ul kapky kultivaéniho média, Modified HTF - HEPES s proteinem a ES (v tésné vzajemné blizkosti)

na obracené vicko sterilni Petriho misky podle ilustrace na obr. 1 a misku umistéte na stolek mikroskopu:

+ jedna 20pl kapka Modified HTF (HEPES s proteinem)

« tfi 20pl kapky (celkem 60pl) ES (ES1, ES2, ES3)

Vyjméte kultivaéni misku s MIl oocyty z inkubatoru a zkontrolujte kvalitu vzorkii pod mikroskopem. Pokud je to mozné,

vybirejte pouze nejkvalitnéjsi oocyt(y) faze MIl.

POZOR: P¥i ekvilibraci v kapkach H, ES a VS minimalizujte expozici vzorku (vzorku) svétlu.

Pfeneste oocyt (aZ 2 najednou) s minimalnim objemem média z kultivaéni misky (v inkubatoru) na jednu minutu do 20pl

kapky H.

Hrotem transferové pipety pfipojte kapku H do ES1 (viz obr. 1, Sipka 1) a nechte oba roztoky spontanné promichavat

po dobu 2 minut.

Potom pfipojte kapku ES2 (Sipka 2) ke dfive spojenym kapkam a ponechte 2 minuty.

PFeneste oocyt(y) s minimalnim objemem roztoku ze spojené kapky do kapky ES3 na dobu 6-10 minut. Poznamka: ekvilibrace

oocytu (oocytl)) v ES3 je dokoncena, kdyZz zona pellucida a perivitellinni prostor maji stejnou tloustku. Oocyt(y) se do 3 minut

usadi na dné kapky.

Béhem doby ekvilibrace v ES3:

2 minuty pfed dokonéenim ekvilibrace asepticky nadavkujte jednu (1) 50ul kapku VS a pfipravte k zaloZeni ty€inku CryoTip

(obr. 3), kapilaru HSV Straw (obr. 4) nebo systém Cryolock (obr. 5):

POZNAMKA: Pred zahajenim postupu peclivé prohlédnéte vitrifika&ni prostfedek a hrot.

+ CryoTip: pomoci konektoru nebo adaptéru natésno pfipojte ke stfikaéce Hamilton nebo vhodnému aspiraénimu nastroji.
POZNAMKA: Nechte kovovy kryt chranit jemny hrot, dokud nebudete pfipraveni natahnout vzorky.

+ HSV Straw: pfipojte del3i konec modrého plastového zavadéciho zafizeni do barevného konce manipulaéni ty¢inky.

+ Cryolock: odpojte krytku.

Nasledujici kroky (9-13) je tfeba provést za 80-110 sekund. POZOR: V zajmu prevence cytotoxicity je tfeba omezit expozici

vzorkd VS. Vzorky maji tendenci ve VS plavat, proto zaostiete mikroskop, abyste je mohli nepfetrzité sledovat béhem

expozice, a udrzujte hrot transferové pipety v jejich blizkosti, abyste zajistili rychly pfenos mezi kapkami VS. Viz obr. 6.

Po dokonceni ekvilibrace v ES odeberte malé mnozstvi ES do transferové pipety a pfeneste vzorek (vzorky) s minimalnim

objemem kapky ES na 30 vtefin do kapky VS.

Dale uvedenym postupem napliite a tepelné svafte ty¢inku CryoTip (viz obr. 7a):

+ Vysunutim kovového ochranného krytu nahoru po ty€ince CryoTip odkryjte jemny kfehky hrot.

+ Sledujte ty¢inku CryoTip a stfikacku Hamilton pod mikroskopem a opatrné aspirujte maly objem VS po znacku &. 1
na ty¢ince CryoTip.

+ Za stalého sledovani pod mikroskopem opatrné aspirujte vzorek s VS po znacku €. 2 na ty€ince CryoTip.
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+ Nyni ty¢inku CryoTip sledujte pfimo a aspirujte dodate¢ny roztok VS po znacku €. 3.

+ Vzorek se musi nachazet mezi znackami ¢. 2 a 3.

+ Tepelné svafte (svar €. 1) ty¢inku CryoTip na znadce €. 1 (nebo tésné pod ni) a stdhnéte ochranny kryt zpét dolu,
aby chranil jemny kfehky hrot.
tycinky CryoTip nad znackou €. 4.

+ Ponorte zakrytou ty€inku CryoTip pfimo do kapalného dusiku (ochlazeni rychlosti =12 000 °C/min.) (viz obr. 7b).

Kapilaru HSV zaloZte a svaite timto postupem:

+Pomoci mikropipety opatrné ulozte vzorek (¢i vzorky) do kanalku kapilarové ty€inky ve vzdalenosti 1 mm od konce. Kapka
obsahujici vzorek (vzorky) musi byt mensi nez 0,5 pl. Maximalné 2 oocyty nebo embrya na jednu kapilarovou ty¢inku.

+ Kapilarovou ty&inku a manipulétor okamzité vioZte do kapilary a zasouvejte, dokud se obdéInikova ¢ast manipulatoru
nedostane do kontaktu s roz§ifenym koncem kapilary.

+ Jemné stisknéte kapilaru palcem a ukazovéakem a vytahnéte zavadéci zafizeni.

+ Drzte kapilaru na misté a svareckou SYMS svarte jeji otevieny konec.

+ Drzte kapilaru pinzetou v oblasti manipulacni ty€inky.

* Rychle celou kapilaru ve svislé poloze ponofte do tekutého dusiku (LN,). Jemné kapilérou v LN, nékolik sekund pohybuijte,
abyste zabranili tvorbé izolujici vrstvy vzduchovych bublinek kolem ni.

Systém Cryolock zalozte timto zplisobem:

+ Pomoci mikropipety opatrné zalozte maximalné 2 vzorky na konkavni povrch hrotu (strana s logem Cryolock), pfiblizné
3 mm (1/8") od okraje hrotu (jako referen¢ni bod poslouzi ¢erna znacka). Odstrafite pfi tom pfebyteény roztok
kryoprotektantu a ponechte co nejméné vitrifikacniho média (< 1 pl).

* MoznostA: Okamzité a pfedtim, nez Cryolock ponofite do LN,, opatrné zasurite hrot do krytky a otacenim pevné dotahnéte.

*+ Moznost B: OkamZité hrot a krytku ponofte do LN,. Pockejte, dokud se nepfestanou tvofit bublinky, abyste nechali
probéhnout ekvilibraci. Opatrné zasurite hrot do krytky a otacejte, dokud neni dostatecné pevné pfipojen.
POZNAMKA: Moznost B neni schvalena k pouziti v USA.

+ Cryolock rychle ponoite do tekutého dusiku.

POZNAMKA: Cryolock vzdy skladujte s krytkou smérem dold.

1. Viozte vitrifikovanou tycinku CryoTip, kapilaru HSV Straw nebo Cryolock do ponofené, LN, vypinéné kryozkumavky nebo
zasobniku (na drzéku). Uzavfete kryozkumavku (nebo zésobnik) vickem nebo pfipojte v pfevracené poloze k jiné vickem
neuzaviené kryozkumavce, aby vitrifikovany prostfedek byl zajistén v kapalném dusiku.

12. Pfesunte nadobu s LN, do blizkosti kryomraznicky s LN, a pfeneste drzak s obsahem do kryomraznicky k dlouhodobému
skladovani.

B. EMBRYA (PN az blastocysta):
Protokol vitrifikace:
1. Asepticky nadavkujte jednu 50ul kapku ES na obracené vicko Petriho misky.
2. Vyjméte kultivacni misku s embryem (embryi) z inkubatoru a zkontrolujte kvalitu vzorku (vzorkd) pod mikroskopem.
Pokud je to mozné, vybirejte k vitrifikaci pouze nejkvalitnéjsi embryo (embrya).
3. Opatrné pfeneste vzorek (az dva najednou) s minimalnim objemem média z kultivaéni misky do kapky ES a spustte ¢asovac.
Embrya se pomalu ekvilibruji v kapce ES volnym padem 6-10 minut.
Poznamka: Vzorek se smréti a potom postupné navrati na svou plvodni velikost, coz znaci, Ze ekvilibrace je hotova.
POZOR: P¥i ekvilibraci v kapkach ES a VS minimalizujte expozici vzorku (vzorkd) svétlu.
4. Béhem doby ekvilibrace v ES:
+ pfipravte jednu 50pl kapku roztoku VS podle ilustrace na obr. 8 pfipravte tyéinku CryoTip, kapilaru HSV Straw nebo
systém Cryolock k zaloZeni.
Postupujte podle vy$e uvedeného protokolu (€ast A — Protokol vitrifikace 00CYTU [MI1]) od kroku 9 do kroku 12 s ohledem
na expozici roztokiim VS, zaloZeni ty€inky CryoTip, kapilary HSV Straw nebo systému Cryolock, ponofeni do LN, a dlouhodobé
skladovani.
Dal3i informace o pouziti téchto vyrobk( kazda laboratof ziska ve vlastnich laboratornich metodach a protokolech vypracovanych
a optimalizovanych specificky pro jeji konkrétni zdravotnicky program.

POKYNY PRO UCHOVAVANI A STABILITA

Neoteviené lahvicky uchovavejte v chladniéce pfi teploté od 2 °C do 8 °C. Pfi doporu¢eném skladovani jsou roztoky soupravy
Vitrification Freeze Kit stabilni do dat exspirace uvedenych na $titcich lahvicek.

Média po otevieni nadobek nepouzivejte déle nez osm (8) tydnu.

JelikoZ vyrobek obsahuije lidsky zdrojovy material, mohou se v ném pfi skladovani objevit ¢astice. Neni znamo, Ze by tento typ
€astic mél vliv na funkci vyrobku.

BEZPECNOSTNi OPATRENI A VAROVANI

Tento prostfedek je ur¢en k pouZiti pracovniky Skolenymi v postupech asistované reprodukce. Tyto postupy zahrnuji pouZiti,
k némuz je tento prostfedek urcen.

Za sledovatelnost prostfedku a dodrzovani platnych statnich predpist tykajicich se sledovatelnosti odpovida podle situace
zdravotnické zafizeni, v némz je prostfedek pouzivan.

Jako dal$i bezpe&nostni opatfeni doporuCujeme v pfipravné fazi peclivé kazdou tyéinku CryoTip pfi vybaleni prohlédnout.
Pfi dostate¢ném zvétSeni (40x) je tfeba zkontrolovat, zda ty¢inky CryoTip nevykazuji poskozeni (napf. ulomeni nebo praskliny hrot),
k némuz mohlo dojit béhem pfepravy.
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Nepouzivejte zadnou lahvi¢ku s roztokem, které vykazuje znamky poSkozeni, netésnosti, ¢astic, zakaleni nebo zmény zabarveni.
Vyrobek zlikvidujte v souladu s platnymi pfedpisy.

Aby se zabranilo problémim s kontaminaci, dodrzujte pfi manipulaci aseptické postupy.

Odborna literatura aktualné uvadi, Ze dlouhodobé Ucinky vitrifikace na oocyty a embrya nejsou dosud zndmé.

Nepouzivejte zadnou lahev s poskozenym sterilnim balenim.

EU: Standardni opatfeni k prevenci infekci nasledkem pouzivani Ié¢ivych pfipravki ziskavanych z lidské krve nebo plazmy
zahrnuji vybér darcu, screening jednotlivych darovanych produktd a sdruzené plazmy na pfitomnost specifickych markerd
infekei a zafazeni ucinnych krokd k inaktivaci/odstranéni virG do vyrobniho postupu. Navzdory tomu nelze moznost pfenosu
infekénich ¢initell u 1éCivych pfipravkd ziskavanych z lidské krve nebo plazmy zcela vyloudit. To se také tykd neznamych
¢i nové objevovanych virl a jinych patogenu. U albuminu vyrabéného zavedenymi postupy podle specifikaci Evropského Iékopisu
nebyly hlaseny zadné pfipady prokazaného prenosu virli. Pokazdé, kdyz je pacientce podano kultivaéni médium ze sortimentu
reprodukénich médii Irvine Scientific, LLC, dirazné doporucujeme zapsat jeho ndzev a €islo $arze, aby byla zachovana souvztaznost
mezi pacientkou a Sarzi pfipravku.

USA: Tento vyrobek obsahuije lidsky sérovy albumin (HSA). Lidsky zdrojovy material pouzity k pfipravé tohoto vyrobku byl testovan
soupra\!ami schvalenymi FDA a shledan nereaktivnim vici protilatkam proti viru hepatitidy C (HCV) a viru lidské imunodeficience
(HIV). Zadna zkudebni metoda v§ak nemlze zcela zarudit, ze pfipravky ziskavané z lidskych zdroji nejsou infekéni. Proto se
vSemi materidly z lidskych zdroji zachazejte, jako by u nich byla moZnost pfenosu infekce, a zachovavejte obvykla preventivni
opatreni. Darci zdrojového materialu také prosli screeningem na Creutzfeldt-Jakobovu nemoc.

KONTRAINDIKACE
Viyrobek obsahuje gentamicin-sulfat. Vhodnym preventivnim postupem ovéite, Ze pacientka neni senzitivni na toto antibiotikum.
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DANSK

REGEL FOR EU: Kun til professionel brug.

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE

Vit Kit-Freeze er beregnet til brug i assisteret reproduktionsprocedurer til vitrificering og opbevaring af humane oocytter (MIl),
pronukleeere (PN) zygoter til dag 3 embryoner pa cleavage stadiet og embryoner pa blastocyststadiet. Dette kit er fremstillet til
brug sammen med CryoTip (katalognr. 40709) og Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) for optimal gendannelse af praver.

BESKRIVELSE AF PRODUKTET
Equilibration Solution-ES er en HEPES-bufferet oplesning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat, 7,5 % (v/v) af hvert
DMSO og ethylenglycol og 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification Solution-VS er en HEPES-bufferet oplasning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat, 15% (v/v) af hvert
DMSO og ethylenglycol, 20 % (v/v) DSS og 0,5 M sakkarose.

DSS er et proteinsupplement bestaende af 50 mg/ml humant serumalbumin (HSA) af behandlingsmeessig kvalitet og 20 mg/ml
dextran. DSS anvendes ved 20 % (v/v) i Vit Kit-Freeze for at fa en endelig koncentration pa 10 mg/ml HSA og 4 mg/ml dextran.

Disse to oplgsninger skal anvendes i reekkefalge iht. den trinvise protokol for vitrificering af mikrodraber.
SAMMENSATNING

Salte og ioner Prolin Andet Pyridoxin
Natriumklorid Tyrosin Adeninsulfat Natriumbisulfit
Natriumfosfat Alanin Deoxyribose Folinsyre
Kaliumklorid Asparaginsyre Ribose Alfa-tokoferol
Magnesiumsulfat Glutaminsyre Guanin Antibiotikum
Natriumacetat Isoleucin Uracil Gentamicinsulfat
Kalciumklorid Leucin Xanthin Eneraisubstrater
Kolinklorid Methionin Thymin ﬂogse—
Ferrinitrat Phenylalanin Hypoxanthin Inositol
Buffer Serin Adenosin
Natriumbikarbonat Threonin Vitaminer og mineraler Erotein )
HEPES \T/r’l'.pmfa” Calciferol Humant serumalbumin

indi alin Ascorbinsyre Kryoprotektant
gH-mdM’ Hydroxyprolin Aminoben};oes re Dextran

od fenol ) Y

. Cystin Nikotinsyre Sakkarose
:m.'ﬁvﬂ Cystein Nikotinsyreamid Ethylenglycol
G:glcri]rlln Antioxidant Pantothensyre Dimethylsulfoxid
HiZtidin Glutathion Ripoflgvin Vand
Lysin Thlamln Af kvalitet til injektionsvaeske

Biotin

KVALITETSSIKRING
Oplesningerne i Vit Kit-Freeze er membranfiltreret og aseptisk fremstillet iht. validerede procedurer.

Hvert parti Vit Kit-Freeze undergar felgende test:

Oplgsninger og CryoTips.
Endotoxin med Limulus Amebocyte Lysate- (LAL) metoden (< 0,6 EU/ml)
Analyse af museembryo (éncellet) (ved = 80 % ekspanderet blastocyst)
Sterilitet med den aktuelle USP-sterilitetstest <71> (bestaet)

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

NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDF@LGER

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (katalognr. 40709) eller HSV Straw (katalognr. 25246-25251) eller Cryolock™
(katalognr. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC konnektor (katalognr. 40736) eller anden adapter

+  Sterile petriskale (50 X 9 mm, Falcon 351006 eller tilsvarende)

+ Kryorer (4,5 ml) eller baegre og kryoholdere

+ Modified HTF - HEPES (katalognr. 90126) dyrkningsmedium suppleret med protein

+ Hyaluronidase (katalognr. 90101)

+ Engangshandsker

+ Hamilton GASTIGHT® spraite (50 l, katalognr. 80901) eller andet aspirationsredskab

+ Transferpipetter (glaspipetter eller mikropipettespidser med en indvendig diameter i spidsen pa ~200 um)

+ Pincet eller tang

+ Varmeforsegler

+  SYMS-forsegler til HSV Straw

+ Stopur eller timer

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

+ Flydende nitrogen (tilstreekkelig volumen til at opna en dybde pa 4 tommer (10 cm) i beholderen)
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BRUGSANVISNING
Vit Kit-Freeze krav til komponenter (pr. applikation)
+ Equilibration Solution (ES):
60 pl til protokol for vitrificering af oocytter
eller
50 pl til protokol for vitrificering af embryoner
+ Vitrification Solution (VS):
50 pl il vitrificeringsprotokol
+ 1 CryoTip eller HSV Straw eller Cryolock (opbevarer op til 2 prgver)
+ 1 konnektor

VITRIFICERINGSPROTOKOL:
BEMARK: Procedurerne skal udferes ved stuetemperatur (20-27 °C). BRUG IKKE et mikroskop med opvarmet objektbord til
fglgende procedurer. FORSIGTIG: Minimer pravernes udsattelse for lys under akvilibrering i ES- og VS-oplgsninger.

1. Bring den meengde ES og VS, der skal anvendes, til stuetemperatur (20-27 °C). BEMARK: Undga at bringe hele haetteglassene
med ES og VS til stuetemperatur gentagne gange, da der kun er brug for en del af oplgsningen hver gang. Det er bedre
at udportionere den maengde, der skal bruges, og bringe haetteglassene tilbage til 2-8 °C lige efter udportionering.
Modified HTF (HEPES) med protein er ogsa pakreevet til protokollen for vitrificering af oocytter.

2. Fyld beholderen til flydende nitrogen med flydende nitrogen (tilstraekkeligt til at opna en dybde pa 4 tommer (10 cm)

eller til fuldsteendigt at nedseenke kryorgret pa holderen), og seet den taet pa mikroskopet. Seet et kryorer eller baeger

(uden lag) fast i den nederste klemme pa en kryoholder, og nedsaenk den i det flydende nitrogen som forberedelse til opbevaring

af de vitrificerede praver.

Bestem antallet af praver, der skal vitrificeres.

Seet en etiket med de ngdvendige oplysninger pa hver steril petriskal (eller 1ag) og hver kryoopbevaringsbeholder.

Vend forsigtigt hvert haetteglas med ES og V'S op og ned to gange for at blande indholdet inden brug.

Forbered skalen med draber af oplesning til vitrificeringsproceduren pa felgende made:

A. Protokol for vitrificering af OOCYTTER (Mll):

BEMARK 1: Udtagne oocytter skal denuderes med hyaluronidase for at bekreefte, at de er M.

BEMARK 2: Se afsnit B for protokol for vitrificering af embryoner.

1. Dispenser aseptisk en 20 pl drabe dyrkningsmedium, Modifies HTF - HEPES med protein og ES teet sammen pa et omvendt
lag af en steril petriskal som vist i figur 1, og placer skalen pa mikroskopets objektbord:
+en 20 pl drabe Modified HTF (HEPES med protein)

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

2. Fjern dyrkningsskalen med MIl-oocytterne fra inkubatoren, og kontroller prgvernes kvalitet under mikroskop. Nar det
er muligt, vaelges kun oocyt(ter) af den bedste kvalitet pa Mll-stadiet.

FORSIGTIG: Minimer prgvens/pravernes udsattelse for lys under akvilibrering i H-, ES- og VS-draberne.

3. 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 figur 1, pil 1) vha. spidsen pa transferpipetten, og tillad spontan blanding
af de to oplasninger i 2 minutter.

5. Bland derefter draben af ES2 (pil 2) med de tidligere blandede draber, og lad den sta i 2 minutter.

6. Overfar oocytten/oocytterne med minimal volumen af oplgsningen fra den sammenflydte ES3-drabe i 6-10 minutter.
Bemeerk: Akvilibrering af oocyt(ter) i ES3 er feerdig, nar tykkelsen pa zona pellucida og det perivitelline rum er den samme.
Oocytten/oocytterne vil bundfeelde sig i bunden af draben inden for 3 minutter.

7. Under &kvilibreringstiden i ES3:

Dispenser aseptisk en (1) 50 pl drabe af VS 2 minutter far aekvilibreringens afslutning, og klarger CryoTip (fig. 3),

HSV Straw (fig. 4) eller Cryolock (fig. 5) til pafyldning:

BEMARK: Undersag omhyggeligt vitrificeringsproduktet og spidsen, inden proceduren startes

+ CryoTip: Tilslut til Hamilton-sprajten eller et passende aspirationsredskab ved hjeelp af en konnektor eller adapter for
at sikre en teet forsegling. BEMARK: Behold beskyttelsesmanchetten af metal over den tynde, skrabelige ende af spidsen
for at beskytte den, indtil preverne er klar til at blive pafyldt.

+ HSV Straw: Forbind den lange ende af den bla plastindfgringsenhed til den farvede ende af handteringsstaven.

+ Cryolock: Tag laget af.

8. Folgende trin (9-13) skal udferes pa 80-110 sekunder. FORSIGTIG: Eksponering af praver for VS skal begreenses for
at forhindre cytotoksicitet. Prgven/prgverne har tendens til at flyde i VS. Derfor skal fokus justeres pa mikroskopet for
at vedligeholde kontinuerlig visualisering under eksponering. Hold spidsen af transferpipetten teet pa for at sikre hurtig
overfarsel mellem VS-draberne. Se figur 6.

9. Narekvilibrering i ES er feerdig, traekkes noget ES op i transferpipetten. Overfer praven/prgverne med minimal volumen fra
draben af ES til draben af VS i 30 sekunder.

10. Indseet og varmeforsegl CryoTip pa felgende made (se figur 7a):

+ Treek beskyttelsesmanchetten af metal op langs CryoTip for at eksponere den tynde, skrabelige ende af spidsen.

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

+ Fortsaet observation under mikroskopet, og aspirer forsigtigt preven med VS til meerke nr. 2 pa CryoTip.

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

oo s w
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+  Proven skal veere pafyldt til mellem maerke nr. 2 og nr. 3.

+ Varmeforsegl (forsegling nr. 1) CryoTip pa (eller lige under) meerke nr. 1, og traek beskyttelsesmanchetten ned igen for
at beskytte den tynde, skragbelige spids.

+ Fjern forsigtigt CryoTip fra aspirationsredskabet og adapteren og varmeforsegl derefter (forsegling nr. 2) i den tykke ende
af CryoTip over meerke nr. 4.

+ Nedsznk den lukkede CryoTip direkte i flydende nitrogen (kelingshastighed pa -12.000 °C/min.) (se figur 7b).

Indsaet og forsegl HSV Straw pa felgende made:

+ Brug en mikropipette til omhyggeligt at deponere praven/preverne i rillen pa kapillarreret 1 mm fra enden. Draben,
der holder preven/proverne skal vaere under 0,5 pl. Maksimalt 2 oocytter eller embryoner for hvert kapillarrar.

+ Placer gjeblikkeligt kapillarraret og indferingsenheden i straet, og skub, indtil den firkantede del af indferingsenheden
kommer i kontakt med den kegleformede ende pa straet.

+  Klem straet let mellem tommel- og pegefingeren, og fiern indferingsenheden.

+  Mens straet stadig holdes pa plads, forsegles den abne ende med en SYMS-forsegler.

+ Hold straet ved hjeelp af en pincet i handteringsstavens omrade.

+ Nedsznk hurtigt hele stréet lodret i LN,. Rer forsigtigt straet rundt i LN, i et par sekunder for at undga dannelse
af et isolerende lag af luftbobler omkring straet.

Pafyld Cryolock pa felgende made:

+ Brug en mikropipette til forsigtigt at pafylde hejst 2 prever pa den konkave overflade af spidsen (samme side
af Cryolock-logoet) omkring 3 mm (1/8 tomme) fra kanten af spidsen (brug sort maerke som reference), og fjern
al overskydende kryoprotektantoplgsning for at efterlade sa lidt vitrificerende medium som muligt (< 1 pl).

+ Mulighed A: Far gjeblikkeligt, og inden Cryolock nedsaenkes i LN,, spidsen forsigtigt ind i laget, som drejes teet til,
indtil det sidder godt fast.

+ Mulighed B: Nedszenk omgaende spidsen og laget i LN,. Vent til det holder op med at boble for at tillade ekvilibrering.
Indfer forsigtigt spidsen i laget, og drej til det er lukket teet til.

BEMARK: Mulighed B er ikke godkendt til brug i USA.

+ Nedsenk hurtigt Cryolock i flydende nitrogen.

BEMARK: Opbevar altid Cryolock med laget vendende nedad.

11. Placer den vitrificerede CryoTip, HSV Straw eller Cryolock i det nedsaenkede kryorar eller baeger fyldt med LN,
(pa kryoholderen). Seet lag pa kryoraret (eller baegeret), eller szt det omvendt sammen med et andet kryorer uden lag for
at sikre det vitrificerede produkt i flydende nitrogen.

12. Flyt beholderen med LN, teet p& LN,-kryofryseren, og overfar kryoholderen med dens indhold til kryofryseren med henblik
pa langtidsopbevaring.

B. EMBRYONER (PN til blastocyster):

Vitrificeringsprotokol:

1. Dispenser aseptisk en 50 ul drabe ES pa et omvendt lag til en petriskal.

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

3. Overfer forsigtigt praven (op til to ad gangen) med en minimal volumen af mediet fra dyrkningsskalen til ES-draben, og start
timeren.

Embryoner skal akvilibreres langsomt ved frit fald i ES-draben i 6-10 minutter.

Bemaerk: Pragven vil skrumpe og derefter gradvist vende tilbage til sin oprindelige starrelse, hvilket angiver, at akvilibrering

er fuldfart.

FORSIGTIG: Minimer prevens/prevernes udsaettelse for lys under ekvilibrering i ES- og VS-draberne.

4. | lgbet af denne akvilibreringstid i ES:

+ Klarger en 50 pl drabe VS-oplasning som vist pa fig. 8, og ger CryoTip, HSV Straw eller Cryolock klar til pafyldning.
Folg protokollen ovenfor (Afsnit A - Protokol for vitrificering af OOCYTER (MIl)) fra trin 9 til 12 for eksponering for VS-opl@sninger,
pafyldning af CryoTip, HSV Straw eller Cryolock, nedseenkning i LN, og langtidsopbevaring.

For yderligere oplysninger om brug af disse produkter skal hvert laboratorium falge sine egne procedurer og protokoller,

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

ANVISNINGER FOR OPBEVARING OG STABILITET

Uabnede hzetteglas opbevares ved 2-8 °C. Nar Vitrification Freeze Kit-oplasninger opbevares som anvist, er de stabile indtil
udlgbsdatoen pa heetteglassenes etiketter.

Medierne ma ikke bruges i mere end otte (8) uger, nar beholderne er blevet abnet.

Eftersom der er humant kildemateriale i produktet, kan det udvikle partikler under opbevaring. Denne type partikler vides ikke
at have en indvirkning pa produktets ydeevne.

FORHOLDSREGLER OG ADVARSLER

Dette produkt er beregnet til brug af personale, der er uddannet i procedurer forbundet med assisteret reproduktion.
Disse procedurer inkluderer den anvendelse, som produktet er beregnet til.

Den institution, som bruger produktet, er ansvarlig for at opretholde sporbarheden af produktet og skal, hvor det er muligt,
overholde geeldende, nationale bestemmelser for sporbarhed.

Som en ekstra forholdsregel under forberedelsen tilrades det, at hver Cryotip underseges ngje, nar den tages ud af emballagen.
Inden brug skal CryoTips undersgges under passende forsterrelse (40x) for mulig beskadigelse (sasom brud pa eller revner i
spidserne), som kan veere opstaet under transport.
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Anvend ikke et haetteglas med oplgsning, der er beskadiget, laekker, indeholder partikler, er uklart eller har skiftet farve. Bortskaf
produktet iht. gaeldende forskrifter.

Undga problemer med kontamination ved at bruge aseptiske teknikker.

Langtidsvirkningerne af vitrificering af oocytter og embryoner forbliver ukendte ifglge forskningslitteraturen.

Flasker, hvis sterile emballage er blevet kompromitteret, ma ikke anvendes.

EU: Standardforanstaltninger til forebyggelse af infektioner, der skyldes brug af lsegemidler tilberedt ud fra humant blod eller plasma,
inkluderer udveelgelse af donorer, screening af individuelle donationer og plasmapools for specifikke infektionsmarkearer og inklusion
af effektive fremstillingsprocedurer mhp. inaktivering/fiernelse af vira. P4 trods af dette kan risikoen for overfarsel af smittefarlige
stoffer ikke helt udelukkes ved administration af leegemidler, der er tilberedt ud fra humant blod eller plasma. Dette geelder ogsa
for ukendte eller nyfremkomne vira og andre patogener. Der foreligger ingen rapporter om dokumenterede virusoverfarsler med
albumin fremstillet ifalge specifikationerne i Den Europeeiske Farmakopé ved hjeelp af etablerede processer. Det anbefales kraftigt
at registrere produktets navn og batchnummer, hver gang der administreres et dyrkningsmedium fra reproduktionsmiddelprodukter
fra Irvine Scientific, LLC til en patient. Herved opretholdes tilknytningen mellem patienten og produktbatchen.

USA: Dette produkt indeholder humant serumalbumin (HSA). Humant kildemateriale, som er anvendt til fremstilling af dette produkt,
er blevet testet med analysesaet, der er licenseret af FDA (fgdevare- og leegemiddelstyrelsen i USA) og er fundet ikke-reaktivt
over for antistoffer mod hepatitis C (HCV) og antistoffer mod human immundefektvirus (HIV). Ingen testmetode kan imidlertid
helt garantere, at produkter, som er afledt af humant kildemateriale, ikke er smittefarlige. Handter alt humant kildemateriale som
veerende smittefarligt og overhold de universelle forsigtighedsregler. Donorerne af kildematerialet er ogsa blevet screenet for
Creutzfeldt-Jakobs sygdom (CJD).

KONTRAINDIKATION
Dette produkt indeholder gentamicinsulfat. Passende forholdsregler skal overholdes for at sikre, at patienten ikke er sensibiliseret
mod dette antibiotikum.
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SUOMI

EU-VAROITUS: Vain ammattikayttdon.

KAYTTOAIHEET
Vit Kit-Freeze on tarkoitettu kdytettavaksi avusteisissa lisddntymismenetelmissa ihmisen oosyyttien (Mll), pronukleaaristen (PN)
tsygoottien (paivan 3 jakautumisvaiheen alkioihin asti) ja blastokystavaiheen alkioiden vitrifikaatioon ja sailytykseen. Tama sarja
on suunniteltu kayttéon CryoTip (tuotenro 40709) ja Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) -tuotteiden kanssa néytteiden optimaalista
toipumista varten.

LAITTEEN KUVAUS

Equilibration Solution-ES on HEPES-puskuroitu Medium-199-elatusaine, joka siséltda gentamysiinisulfaattia, 7,5 % (tilavuus/
tilavuus) seka DMSO:ta etta eteeniglykolia ja 20 % (tilavuus/tilavuus) Dextran Serum Supplement (DSS) -liuosta.

Vitrification Solution-VS on HEPES-puskuroitu Medium-199-elatusaine, joka sisaltdd gentamysiinisulfaattia, 15 % (tilavuus/
tilavuus) sekd DMSO:ta etté eteeniglykolia, 20 % (tilavuus/tilavuus) DSS-liuosta ja 0,5 M sakkaroosia.

DSS on proteiinitdydennys, joka kasittdd 50 mg/ml terapeuttista laatua olevaa ihmisen seerumialbumiinia (HSA) ja 20 mg/ml
dekstraania. DSS-liuosta kaytetadan Vit Kit-Freeze -liuoksessa 20-prosenttisena (tilavuus/tilavuus) maaréna, jolloin saadaan
lopullinen tilavuus 10 mg/ml HSA:ta ja 4 mg/ml dekstraania.

Néita kahta liuosta kaytetaan perékkain asteittaisen mikropisaravitrifikaatiomenetelman mukaan.

KOOSTUMUS

Suolat ja ionit proliini Muut pyridoksiini
natriumkloridi tyrosiini adeniinisulfaatti natriumbisulfiitti
natriumfosfaatti alaniini deoksiriboosi foolihappo
kaliumkloridi asparagiinihappo riboosi alfatokoferoli
magnesiumsulfaatti glutamiinihappo guaniini Antibiootit
natriumasetaatti isoleusiini urasiili gentamysiinisulfaati
kalsiumkloridi leusiini ksantiini Energiasubstraatit
koliinikloridi metioniini tymiini £nerglasubstraatit
rautanitraatti fenyylialaniini hypoksantiini QIUk9°|§'
Puskuri seriini adenosiini |n05|tc.).| .
natriumbikarbonaatti treoniini Vitamiinit ja mineraalit Eroteiini . -
HEPES trylp.to.faam Kalsiferoli ihmisen seerumialbumiini

i . valini askorbiinihappo Kryoprotektantti
p . -
fel-:];:::l:ﬁzatton hydroksiproliini aminobentsoiinihappo dekstraani

. kystiini nikotiinihappo sakkaroosi
Aminohapot kysteiini nikotiininappoamidi steeniglykoli
alrgnl]lurlu Antioksidantti pantoteenihappo dimetyylisulfoksidi
aé:'é:'m glutationi riboflaviini Vesi
lysiini tiamiini injektionesteisiin tarkoitetun

biotiini veden laatuinen

LAADUNVARMENNUS

Vit Kit-Freeze -pakkauksen liuokset ovat kalvosuodatettuja ja validoitujen valmistusmenetelmien mukaisesti aseptisesti késiteltyja.
Jokaiselle Vit Kit-Freeze -erélle tehdéan seuraavat testit:
Liuokset ja CryoTip-kapillaaripillit
endotoksiini Limulus Amebocyte Lysate (LAL) -menetelmalla (< 0,6 EU/ml)
hiiren alkioméaaritys (yksi solu) (laajenee = 80-prosenttisesti blastokysteiksi)
steriliteetti nykyisellda USP-steriliteettikokeella <71> (I&paissyt).
Kaikki koetulokset ilmoitetaan erakohtaisesti analyysitodistuksella, joka on pyynnésté saatavissa.

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA EI TOIMITETA MUKANA

+ lrvine Scientific, LLC CryoTip (tuotenro 40709) tai HSV Straw (tuotenro 25246-25251) tai Cryolock™
(tuotenro CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC Connector (tuotenro 40736) -liitin tai muu sovitin

+ Steriileja petrimaljoja (50 X 9 mm, Falcon 351006 tai vastaava)

+ Kryoputkia (4,5 ml) tai kryoputkiastioita ja kryoputkipidikkeita

+ Modified HTF - HEPES (tuotenro 90126) -elatusaine, proteiinilla tdydennetty

+ Hyaluronidaasi (tuotenro 90101)

+  Kertakayttokasineita

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

+ Siirtopipetteja (vedettyja lasipipetteja tai mikropipettikarkia, joiden karjen sisalépimitta on noin 200 pm)

+ Pinsetit tai atulat

+ Impulssikuumasaumaaja

+  SYMS-saumaaja HSV Straw -kapillaaripilleille
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Sekuntikello tai ajastin
Nestetyppisailid (Dewar-astia tai kannellinen styroksiastia, tilavuus 1-2 1)
Nestetypped (riittdva maara 4 tuuman [10 cm:n] syvyyden saavuttamiseksi sailidssa)

KAYTTOOHJEET
Tarvittavat Vit Kit-Freeze -ainesosat (kayttokertaa kohden):

Equilibration Solution (ES):

60 pl oosyyttien vitrifikaatiomenetelmaa varten

tai

50 pl alkioiden vitrifikaatiomenetelmaé varten

Vitrification Solution (VS):

50 pl vitrifikaatiomenetelmaa varten

1 CryoTip tai HSV Straw tai Cryolock (enintdan 2 néytteen sailytys)
1 liitin

VITRIFIKAATIOMENETELMA:
HUOMAUTUS: Toimenpiteet on tehtava huoneenlammaéssé (20-27 °C). Seuraaviin toimenpiteisiin EI SAA kayttad kuumennettua
mikroskooppialustaa. VAROITUS: Minimoi naytteen altistuminen valolle ES- ja VS-liuoksissa tasapainottumisen aikana.

1.

o AW

A

Saata kaytettdva maara ES- ja VS-liuoksia huoneenlampdiseksi (20-27 °C). HUOMAUTUS: Valta koko ES- ja VS-pullojen
saattamista huoneenlampdisiksi toistuvasti, silloin kun kayttokerralla tarvitaan vain osa liuoksesta. On parempi ottaa yksi
erd, joka kaytetaan, ja palauttaa pullot 2-8 °C:n Iampédtilaan heti eran ottamisen jalkeen. Modified HTF (HEPES) -liuosta,
joka siséltaa proteiinia, tarvitaan myds oosyyttien vitrifikaatiomenetelmaa varten.

Tayta nestetyppisailio nestetypella (riittdva maara, jotta saadaan 4 tuuman [10 cm:n] syvyys tai jotta kryoputkipidikkeessé
oleva kryoputki voidaan upottaa kokonaan) ja aseta sailid mikroskoopin I&helle. Kiinnitd kryoputki tai kryoputkiastia
(korkki avattuna) kryoputkipidikkeen pohjaklipsiin ja upota nestetyppeen valmisteluna vitrifioitujen naytteiden
sailyttamista varten.

Maarita vitrifioitavien naytteiden maara.

Merkitse jokainen petrimalja (tai kansi) seka kryoséiliovaline tarvittavilla tiedoilla.

Kaanné varovasti kutakin ES- ja VS-pulloa kaksi kertaa sisallén sekoittamiseksi ennen kayttoa.

Valmistele malja, jossa on vitrifiointitoimenpiteen nestepisarat:

OOSYYTTIEN (MII) vitrifikaatiomenetelma:

HUOMAUTUS 1: Keratyt oosyytit paljastetaan hyaluronidaasilla, jotta voidaan varmistaa, ovatko ne Mll-vaiheessa.
HUOMAUTUS 2: Katso alkioiden vitrifikaatiomenetelma osiosta B.

1.

Jaa aseptisesti 20 ul:n pisara elatusainetta, Modified HTF - HEPES -liuosta (jossa on proteiinia) ja ES-liuosta lahelle toisiaan

steriilin petrimaljan kdannetylle kannelle, kuten kuvassa 1, ja aseta kansi mikroskooppialustalle:

+  yksi 20 pl:n pisara Modified HTF -liuosta (HEPES, johon on lisétty proteiinia)

+ kolme 20 pl:n pisaraa (yhteensa 60 pl) ES-liuoksia (ES1, ES2, ES3).

Poista Mil-oosyytteja sisaltavé viljelymalja Idmpdkaapista ja tarkista naytteiden laatu mikroskoopin avulla. Jos mahdollista,

valitse vain parhaan laadun Mll-vaiheen oosyytti (tai oosyytteja).

VAROITUS: Minimoi naytteiden altistuminen valolle H-, ES- ja VS-pisaroissa tasapainottumisen aikana.

Siirré oosyytti (enintédan 2 kerrallaan) ja minimimaara elatusainetta viljelymaljalta (lampékaapissa) 20 pl:n H-pisaraan yhden

minuutin ajaksi.

Yhdistd H-pisara ES1-pisaraan (ks. kuva 1, nuoli 1) siirtopipetin kérjen avulla. Anna néiden kahden liuoksen sekoittua

spontaanisti 2 minuutin ajan.

Yhdista sitten ES2-pisara (nuoli 2) aiemmin yhdistettyihin pisaroihin. Anna seista 2 minuutin ajan.

Siirrd oosyytti (tai oosyytit) ja minimimaara liuosta yhdistetysté pisarasta ES3-pisaraan 6-10 minuutin ajaksi. Huomautus:

oosyyttien tasapainottuminen ES3:een on valmis, kun munasolun keton paksuus ja ruskuaista ymparéiva tila ovat yhta suuria.

Oosyytit asettuvat pisaran pohjalle 3 minuutin kuluessa.

Tasapainottumisen aikana ES3:ssa:

Jaa aseptisesti yksi (1) 50 pl:n pisara VS-liuosta 2 minuuttia ennen tasapainottumisen valmistumista ja valmistele CryoTip

(kuva 3), HSV Straw (kuva 4) tai Cryolock (kuva 5) latausta varten:

HUOMAUTUS: Tarkasta huolellisesti vitrifikaatiolaite ja karki ennen toimenpiteen aloittamista.

+ CryoTip: liitd Hamilton-ruiskuun tai asianmukaiseen aspirointivélineeseen kayttamalla liitinté tai sovitinta, jolla saadaan
aikaan tiivis liitdntd. HUOMAUTUS: Pida metallinen suojaholkki vedetyn hienorakenteisen karjen paéalla sen suojaamiseksi,
kunnes olet valmis lataamaan naytteet.

+ HSV Straw: liitd sinisen muovisen asettimen pidempi paa kasittelysauvan varilliseen paahan.

+ Cryolock: irrota tulppa.

Seuraavat vaiheet (9-13) on saatava valmiiksi 80-110 sekunnin kuluessa. VAROITUS: Naytteiden altistumista VS-liuokselle

on rajoitettava sytotoksisuuden estamiseksi. Naytteilla on taipumus kellua VS-liuoksessa, joten sadda mikroskoopin fokus

niin, etté sailytat jatkuvan nakékentén altistumisen aikana. Pida siirtopipettia lahella, jotta voit varmistaa nopean siirtdmisen

VS-pisaroiden valilla. Katso kuva 6.

Kun tasapaino ES-liuoksessa on saavutettu, veda hieman ES-liuosta siirtopipettiin ja siirrd néytteet mahdollisimman pienessa

méarassé ES-pisarasta VS-pisaraan 30 sekunnin ajaksi.
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10. Lataa ja kuumasaumaa CryoTip seuraavasti (ks. kuva 7a):

+ Veda metallinen suojaholkki ylds CryoTip-kapillaaripillia pitkin niin, ettd ohut hauras karjen paa tulee nakyviin.

+ Aspiroi varovasti pieni maara VS-liuosta CryoTipin merkkiin 1 asti kasittelemalla CryoTip-kapillaaripillid ja Hamilton-ruiskua
mikroskoopin alla.

+ Jatka tarkkailua mikroskoopilla ja aspiroi néyte varovasti VS-liuoksen kanssa CryoTipin merkkiin 2.

+ Tarkkaile nyt CryoTip-kapillaaripillid suoraan ja aspiroi lisda VS-liuosta merkkiin 3 asti.

+ Néytteen taytyy sijaita merkin 2 ja merkin 3 valissa.

+  Kuumasaumaa (saumaus 1) CryoTip merkin 1 kohdalta (tai juuri sen alapuolelta) ja tydnna suojaholkki takaisin alas niin,
ettéd se peittdd ja suojaa ohuen hauraan kérjen.

+ Poista CryoTip varovasti aspirointivélineesta ja sovittimesta ja kuumasaumaa (saumaus 2) sitten CryoTip-kapillaaripillin
paksun paan kohdalta merkin 4 ylapuolelta.

+Upota peitetty CryoTip suoraan nestetyppeen (jadhdytysnopeus 12 000 °C/min) (ks. kuva 7b).

Lataa ja saumaa HSV Straw seuraavasti:

+ Aseta néytteet varovasti mikropipetilla kapillaaritangon uraan 1 mm:n etdisyydelle karjesta. Néytteet sisaltdvéan pisaran
on oltava tilavuudeltaan alle 0,5 pl. Enintdan 2 oosyyttia tai alkiota kutakin kapillaaritankoa kohden.

+ Aseta kapillaaritanko ja manipuloija vélittémasti kapillaaripilliin ja tyénnd, kunnes manipuloijan suorakaiteen muotoinen
osa koskettaa pillin laajenevaa paata.

+ Purista kapillaaripilli kevyesti peukalon ja etusormen vélissa ja irrota asetin.

+ Pida kapillaaripillia edelleen paikoillaan ja saumaa avonainen pda SYMS-saumaajalla.

+ Pitele kapillaaripillia pinseteilla késittelysauvan kohdalta.

+Tyonna koko kapillaaripilli nopeasti pystyasennossa nestetyppeen. Sekoita kapillaaripillid varovasti nestetypessé muutaman
sekunnin ajan, jotta pillin ympdrille ei muodostuisi eristavaa ilmakuplakerrosta.

Lataa Cryolock seuraavasti:

+  Kayta mikropipettia ja lataa varovasti enintdén 2 néytetta kérjen koveralle pinnalle (samalle puolelle kuin Cryolock-logo)
noin 3 mm (1/8") kérjen reunasta (kayta mustaa merkkia viitteena). Poista mahdollinen ylimaarainen kryoprotektanttiliuos
ja jata mahdollisimman vahan vitrifikaatioelatusainetta (< 1 pl).

+ Vaihtoehto A: Tyonné karki huolellisesti korkkiin ja kdanna tiukasti kiinni. Tee tdma heti ja ennen Cryolock-laitteen
upottamista nestetyppeen.

+ Vaihtoehto B: Upota kérki ja korkki heti nestetyppeen. Anna tasapainottua odottamalla, etté kupliminen loppuu. Tyénna
kérki varovasti korkkiin ja kdanna tiukasti kiinni.

HUOMAUTUS: Vaihtoehtoa B ei ole hyvaksytty kaytettavaksi Yhdysvalloissa.

+ Upota Cryolock nopeasti nestetyppeen.

HUOMAUTUS: Sailyta Cryolock-laitetta aina korkki alaspain.

11, Aseta vitrifioitu CryoTip, HSV Straw tai Cryolock upoksissa olevaan nestetypellé taytettyyn kryoputkeen tai (kryoputkipidikkeessa
olevaan) kryoputkiastiaan. Sulje kryoputki (tai kryoputkiastia) korkilla tai kiinnité yldsalaisin toiseen avattuun kryoputkeen
vitrifikaatiolaitteen kiinnittdmiseksi nestetypessa.

12.  Siirrd nestetyppisailio nestetyppikryopakastimen lahelle ja siirra kryoputkipidike sisaltdineen kryopakastimeen pitkaaikaiseen
sdilytykseen.

B. ALKIOT (prenukleaarisesta blastokystaan):

Vitrifikaatiomenetelma:

1. Jaa aseptisesti yksi 50 pl:n pisara ES-liuosta petrimaljan kaénnettyyn kanteen.

2. Poista alkion tai alkioita siséltévé viljelymalja Idmpokaapista ja tarkista naytteen laatu mikroskoopin avulla. Jos mahdollista,
valitse vain parhaan laadun alkio (alkioita) vitrifikaatioon.

3. Siirrd varovasti nayte (enintdan kaksi kerrallaan) ja minimitilavuus elatusainetta viljelymaljalta ES-pisaraan ja kéynnista
ajastin.

Alkioiden pitéisi tasapainottua ES-pisaraan hitaasti ja vapaasti pudoten 6-10 minuutin ajan.

Huomautus: Nayte kutistuu ja palaa sitten asteittain alkuperaiseen kokoonsa, mikd osoittaa, ettd tasapainottuminen

on valmis.

VAROITUS: Minimoi néytteen (tai naytteiden) altistuminen valolle ES- ja VS-pisaroissa tasapainottumisen aikana.

4. Tasapainottumisen aikana ES-liuoksessa:

+ Jaa yksi 50 pl:n pisara VS-liuosta kuvan 8 mukaisesti ja valmistele CryoTip, HSV Straw tai Cryolock latausta varten.
Noudata ylla esitetyn menetelman (Osa A — Oosyyttien [MII] vitrifikaatiomenetelmd) vaiheita 9-12, jotka koskevat VS-liuoksille
altistumista, CryoTip-kapillaaripillin, HSV Straw -kapillaaripillin tai Cryolock-laitteen lataamista, upotusta nestetyppeen ja
pitk&aikaista sailytysta.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisdohjeet naiden tuotteiden kayttda varten omista laboratoriokaytantd- ja protokollaohjeistaan,

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

SAILYTYSOHJEET JA STABIILIUS
Sailyta avaamattomat pullot jaékaapissa 2-8 °C:ssa. Kun Vitrification Freeze Kit -liuoksia sailytetadn ohjeiden mukaan, ne ovat
stabiileja etikettiin merkittyyn viimeiseen kayttopaivaan saakka.

Kun silio on avattu, ala kayta elatusainetta kahdeksaa (8) viikkoa kauempaa.

Koska tuote sisaltda ihmisperaistd materiaalia, siihen voi muodostua hieman hiukkasia séilytyksen aikana. Taméan tyyppisilla
hiukkasilla ei tiedeta olevan mitdan vaikutusta tuotteen toimintakykyyn.
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VAROTOIMET JA VAROITUKSET

Tama laite on tarkoitettu avusteisiin lisd&ntymistoimenpiteisiin koulutetun henkiléston k&yttéon. Naihin toimenpiteisiin kuuluu
se aiottu kayttd, johon tdma laite on tarkoitettu.

Taman laitteen kayttajalaitoksen vastuulla on séilyttaa tuotteen jaljitettévyys, ja laitoksen on noudatettava jéljitettavyytta koskevia
asianmukaisia kansallisia sdannoksia.

Suosittelemme lisvarotoimeksi valmistustoimenpiteen aikana, etté jokainen CryoTip tarkastetaan huolellisesti, kun se otetaan
pakkauksesta. CryoTip-kapillaaripillit on tutkittava ennen kayttoa sopivalla suurennuksella (40-kertainen suurennus) mahdollisten
kuljetuksen aikana tapahtuneiden vaurioiden (kuten karjen rikkoutumien tai murtumien) varalta.

Ala kayta mitaan liuospulloa, jos siind on vaurion tai vuodon merkkeja tai jos liuoksessa nikyy hiukkasia, se on sameaa tai sen
vari on muuttunut. Havita tuote sovellettavien sdanndsten mukaisesti.

Kontaminaatio-ongelmien vélttdmiseksi kasittelyssa tulee noudattaa aseptisia menetelmia.

Taman hetkinen tutkimuskirjallisuus osoittaa, etta oosyyttien ja alkioiden vitrifikaation pitkaaikaisia vaikutuksia ei tunneta.

Al4 kayta pulloa, jos sen steriili pakkaus ei ole ehja.

EU: Ihmisen veresté tai plasmasta valmistettujen Iaakinnallisten tuotteiden kaytosta johtuvien infektioiden torjunnan
vakiomenetelmia ovat luovuttajien valinta, yksittdisten luovutusten ja plasmapoolien seulonta spesifisten infektiomerkkiaineiden
suhteen ja tehokkaiden valmistusvaiheiden kéyttdminen virusten inaktivointia tai poistoa varten. Tastd huolimatta ihmisen
verestd tai plasmasta valmistettuja Idakevalmisteita kaytettdessé ei voida kokonaan sulkea pois tartunnanaiheuttajien siirtymisen
mahdollisuutta. Tdmé koskee myds tuntemattomia tai kehittyvid viruksia ja muita patogeeneja. Mitaan ilmoituksia todetuista
virustartunnoista ei ole saatu Euroopan farmakopeamaéritysten mukaisesti vakiintuneilla menetelmillé valmistettuun albumiiniin
liittyen. On erittdin suositeltavaa, ettd aina kun Irvine Scientific, LLC -yhtién lisddntymismenetelmiin tarkoitettuja viljelyliuoksia
annetaan potilaalle, tuotteen nimi ja erdnumero kirjataan, jotta yhteys potilaan ja tuote-eran valilla sailyy.

USA: Tama tuote siséltdd ihmisen seerumialbumiinia (HSA). Tamén tuotteen valmistuksessa kaytetyn ihmisperdisen aineen
on FDA:n lisensioimilla testipakkauksilla todettu olevan ei-reaktiivista C-hepatiitin (HCV) vasta-aineille ja ihmisen
immuunikatoviruksen (HIV) vasta-aineille. Mikaan testausmenetelma ei kuitenkaan tarjoa taydellistd varmuutta siita,
ettd ihmisperéiset tuotteet eivat aiheuta tartuntaa. Kasittele kaikkea ihmisperaistd materiaalia yleisia varotoimenpiteitd kayttaen
ikéan kuin se voisi aiheuttaa infektion. Lahdeaineiden luovuttajat on seulottu myés CJD:n suhteen.

VASTA-AIHE
Tuote siséltda gentamysiinisulfaattia. On varmistettava tarkoituksenmukaisin varokeinoin, ettei potilas ole herkistynyt talle
antibiootille.
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LATVISKI

ES BRIDINAJUMS: tikai profesionalai lieto$anai.

LIETOSANAS INDIKACIJAS

Vit Kit-Freeze ir paredzéts lietoSanai ar paliglidzekliem veicamas reproduktivas procedras cilvéka ovocitu (M), pronuklearu
(PN) zigotu ITddz embriju 3. dali$anas dienai, ka arT blastocistu stadijas embriju vitrifikacijai un glabaanai. Sis komplekts paredzéts
lietoSanai kopa ar CryoTip (kataloga nr. 40709) un vitrifikacijas komplektu atkausé$anai (Vit Kit-Thaw) paraugu optimalai
regeneracijai.

IERICES APRAKSTS

Lidzsvaro$anas Skidums (Equilibration Solution-ES) ir HEPES buferskidums barotnei-199, kas satur gentamicina sulfatu,
7,5% (tilp./tilp.) DMSO un tikpat etilénglikola, ka arT 20% (tilp./tilp.) dekstrana seruma papildinajuma (DSS).

Vitrifikacijas Skidums (Vitrification Solution-VS) ir HEPES bufer§kidums barotnei-199, kas satur gentamicina sulfatu,
15% (tilp./tilp.) DMSO un tikpat etilénglikola, ka arf 20% (tilp./tilp.) DSS un 0,5 M saharozes.

DSS ir proteTnu piedeva, kas sastav no 50 mg/ml terapeitiskas kategorijas cilvéka seruma albumina (HSA) un 20 mg/ml dekstrana.
Vit Kit-Freeze komplekta izmanto DSS 20% (tilp./tilp.), iegdstot galigo koncentraciju 10 mg/ml HSA un 4 mg/ml dekstrana.

Sie abi $kidumi ir jalieto secigi saskana ar pakapenisko mikropilienu vitrifikacijas protokolu.

SASTAVS
Sali un joni Prolins Citas Piridoksins
Natrija hlorids Tirozins Adenina sulfats Natrija bisulfits
Natrija fosfats Alanins Dezoksiriboze Folskabe
Kalija hlorids Asparaginskabe Riboze Alfa-tokoferols
Magnija sulfats Glutaminskabe Guanins Antibiotikas
Natrija acetats Izoleicins Uracils Gentamicina sulfats
Kalcija hlortds Leicins Ksantins Enerdiias avoti
Holna hlorids Metionins Timins mg-él_
Dzelzs nitrats Fenilalanins Hipoksantins Inozitols
SKi Serins Adenozins
zl_”#m 5 Treonins oo R Proteini
atrija bikarbonats : Vitamini un mineralvielas p— _

HEPES \T/”ﬁmféns Kalciferols Cilveka seruma albumins

indi alins Askorbinskabe Krioprotektants
%s (I-:I!dr_oksmrolms Aminobenzoskabe Dekstrans

- istins Nikotinskabe Saharoze
W Cisteins Nikotinskabes amids Etilénglikols
GI?cTns Antioksidants Pantoténskabe Il_)lmet|lsulfok5|ds
Histidins Glutations Riboflavins Udens
Lizins Tiamins Injekciju tdens (WFI)

Biotins kvalitate

KVALITATES NODROSINASANA
Vit Kit-Freeze komplekta $kidumi tiek filtréti caur membranu un aseptiski apstradati saskana ar apstiprinatam razo$anas proceddram.

Razotné tiek veikti testi katras Vit Kit-Freeze partijas parbaudei:
Skidumiem un CryoTips.
Endotoksini — ar Limulus amebocTta lizata (LAL) metodi (< 0,6 EV/ml)
Peles embrija parbaude (= 80% papladinataja blastocistu stadija)
Sterilitate ar pasreizéjo USP sterilitates testu <71> (izpildits)
Visi rezultati tiek zinoti katrai partijai ipasa analizes sertifikata, kas ir pieejams péc pieprasijuma.

NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NETIEK IEKLAUTI

+ lIrvine Scientific, LLC CryoTip (kataloga nr. 40709) vai HSV salmin$ (kataloga nr. 25246-25251), vai Cryolock™
(kataloga nr. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Irvine Scientific, LLC savienotajs (kataloga nr. 40736) vai cits adapters

+  Sterili Petri traucini (50 X 9 mm, Falcon 351006 vai lidzvértigi)

+  Kriostobrini (4,5 ml) vai kausini un krioturétaji

+ Modificéta HTF - HEPES (kataloga nr. 90126) kultdras barotne, bagatinata ar protetniem

+ Hialuronidaze (kataloga nr. 90101)

+ Vienreizlietojami cimdi

+ Hamilton GASTIGHT® glirce (50 l, kataloga nr. 80901) vai cits atsiik$anas riks

+ Pipetes parnesei (uzmaucamas stikla pipetes vai mikropipe$u uzgali ar uzgala iek$&jo diametru ~200 pm)

+ Pincetes vai knaiblites

+ Pret pulsveida karsé$anu droa plomba

+  SYMS plomba HSV salminam

+ Hronometrs vai taimeris

+ Skidra slapekla rezervuars (Djuara vai putuplasta trauks ar vaku, tilpums 1-2 1)

« Skidrais slapeklis (pietiekami daudz 4 collu (10 cm) biezam slanim rezervuara)
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LIETOSANAS NORADIJUMI
Nosactjumi Vit Kit-Freeze komponentiem (atbilstosi lieto$anas veidam):

Lidzsvaro$anas $kidums (ES):

60 pl ovocttu vitrifikacijas protokolam

vai

50 pl embriju vitrifikacijas protokolam

Vitrifikacijas $kidums (VS):

50 pl vitrifikacijas protokolam

1 CryoTip vai HSV salmin$, vai Cryolock (glaba I1dz 2 paraugiem)
1 savienotajs

VITR!FIKI\CIJAS PROTOKOLS:
PIEZIME: proceddras ir javeic istabas temperattra (20-27 °C). Talak minétajam proceddram NEIZMANTOJIET sakarsétu
mikroskopa platformu. UZMANIBU! Parauga lidzsvaro$anas ES un VS $kidumos laika maksimali samaziniet gaismas iedarbibu.

1.

SN R oW

Izmantojamo ES un VS daudzumu sasildiet Iidz istabas temperatirai (20-27 °C). PIEZIME. Ja katru reizi nepiecie$ama tikai
dala ES un VS flakona, visu flakonu nedrikst atkartoti sasildt Iidz istabas temperattrai. Labak sadalit lietoSanai paredzéto
daudzumu vienadas dalas un flakonus novietot atpakal 2-8 °C uzreiz péc sadali$anas. Ovoctu vitrifikacijas protokolam
vajag arT modificéto HTF (HEPES) ar proteTniem.

Skidra slapekla rezervuaru uzpildiet ar $kidro slapekli (tik, cik pietiek 4 collas (10 cm) biezam slanim, vai tik, lai pilniba
iegremdétu kriostobrinu uz turétaja) un novietojiet blakus mikroskopam. Kriostobrinu vai kausinu (neapvakotu) piestipriniet
pie krioturétaja apak$g&jas skavas un iegremdéjiet Skidraja slapeklr, sagatavojot vitrificéjamo paraugu glabasanai.
Nosakiet vitrificéjamo paraugu skaitu.

Katru sterilo Petri traucinu (vai vacinu) un kriouzglabasanas ierici markegjiet ar nepiecieSamo informaciju.

Pirms lieto$anas saudzigi divreiz apvérsiet ES un VS flakonus, lai samaisitu saturu.

Sagatavojiet traucinu ar $kidumu pilieniem vitrifikacijas procedarai, rikojoties turpmak minétaja veida.

. OVOCITU (MII) vitrifikacijas protokols
PIEZIME: iegitie ovocTti tiek attirTti ar hialuronidazi, lai apstiprinatu, ka tie ir MII.

. PIEZIME: embriju vitrifikacijas protokolu skatit B sadala.

Aseptiska veida uz otradi apgriezta sterila Petri traucina vacina pa 20 ul pilienam kultdras barotnes, modificétas HTF (HEPES)
ar proteiniem, ka arT ES uzpiliniet tuvu vienu otram, ka paradits 1. attéla, un traucinu novietojiet uz mikroskopa platformas:
+ viens 20 pl piliens modificétas HTF (HEPES ar proteiniem)

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

Iznemiet kultdras traucinu ar MIl ovocitiem no inkubatora un mikroskopa parbaudiet parauga(-u) kvalitati. Ja iesp&jams,

izvelieties tikai vislabakas kvalitates MIl stadijas ovocitus.

UZMANIBU! Veicot Iidzsvaroganu H, ES un VS pilienos, maksimali samaziniet gaismas iedarbibu uz paraugu(-iem).

OvocTtu (IT1dz 2 vienlaicigi) ar minimalu barotnes daudzumu no kultdras traucina (inkubatora) uz vienu mindti parnesiet H

20 pl piliena.

Izmantojot parnesanai paredzétas pipetes uzgali, H pilienu sapludiniet ar ES1 (skatit 1. attéla 1. bultinu) un |aujiet 2 mindtes

notikt abu 8kidrumu spontanai saplt$anai.

Tad ES2 (2 buItina) sapludiniet ar iepriek$ sapludinétajiem pilieniem un atstajiet uz 2 minatém.

Piezime: ovocna( u) lidzsvarosana ES3 Ir pabelgta kad ol$tnas caurspidigais apvalka (zona pellucida) un peerlteIlnas

telpas biezums ir vienads. Ovocits(-i) piliena nogulsnésies 3 mintsu laika.

Veicot lTdzsvaro$anu ES3 8kiduma:

2 mindtes pirms [T1dzsvaroanas pabeig8anas iepiliniet vienu (1) 50 pl VS pilienu un sagatavojiet CryoTip (3. att.),

HSV salminu (4. att.) vai Cryolock (5. att.) uzpildisanai:

PIEZIME. Pirms procediras saksanas ripigi parbaudiet vitrifikacijas ierici un uzgali.

+ CryoTip: savienojiet ar Hamilton §lirci vai atbilstoSu atsikSanas riku, izmantojot savienotaju vai adapteru, nodroSinot
ciedu stipribu. PIEZIME. Lidz paraugu ievieto$anas bridim metala apvalka uzmavu paturiet uz smalka stiepta uzgala
gala, lai to aizsargatu.

+ HSV salmin$: zilas plastmasas ievieto$anas ierices garako galu pievienojiet darba stienia krasainajam galam.

+ Cryolock: nonemiet vacinu.

80-110 sekundgs javeic talak noraditas darbibas (9-13). UZMANIBU! Lai nepielautu citotoksicitati, V'S iedarbiba uz paraugiem

ir jaierobezo. Paraugs(-i) médz peldét VS, tapéc pielagojiet mikroskopa fokusu, lai iedarbibas laika saglabatu nepartrauktu

vizualizaciju, bet parneses pipetes uzgali turiet blakus, lai atri veiktu parnesi no viena VS piliena uz otru. Skatit 6. attélu.

Kad pabeigta lidzsvaro$ana ES, nedaudz ES ievelciet parneses pipeté un paraugu(-us) ar minimalu tilpumu 30 sekundes

parvietojiet no ES piliena uz VS pilienu.

Piepildiet un karstuma hermetizgjiet CryoTip (skatit 7.a attélu):

+ metala apvalka uzmavu bidiet aug8up pa CryoTip, lai atklatos smalkais trauslais uzgala gals;

+ rikojoties ar CryoTip un Hamilton §lirci, paraléli novérojot zem mikroskopa, nelielu VS daudzumu uzmanigi atsiciet l1dz
1. atzimei uz CryoTip;

+ turpiniet novéro$anu zem mikroskopa un paraugu ar VS uzmanigi atsaciet [idz 2. atzimei uz CryoTip;

+ tagad noveérojiet tieSi CryoTip un vairak VS atstciet [1dz 3. atzimei;

+ paraugam jaatrodas starp 2. un 3. atzimi;
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+ sildiet plombu (1. izolaciju) uz (vai tie$i zem) CryoTip 1. atzimes un vaka uzmavu pabidiet atpakal uz leju, lai parklatu
un aizsargatu smalko, trauslo uzgali;

+ uzmanigi nonemiet CryoTip no atsk3anas rika un adaptera un tad sasildiet plombu (2. izolaciju) CryoTip biezaja gala
virs 4. atzimes;

+ parklato CryoTip ielieciet tiesi kidraja slapeklT (atdzeséjot ar atrumu —12 000 °C/min) (skatt 7.b attélu).

lelieciet un hermetizéjiet HSV salminus:

+ izmantojot mikropipeti, paraugu(-us) uzmanigi iepiliniet kapilara stobrina notekd 1 mm attaluma no gala. Pilienam,
kas satur paraugu(-us), jabt mazakam par 0,5 pl. Katram kapilarajam stobrinam drikst bat ne vairak ka 2 ovociti vai embriji;

+ kapilaro stobrinu un ievietoSanas riku nekavéjoties ievietojiet salmina un stumiet, Ildz ievietoSanas rika taisnstirveida
dala saskaras ar salmina izliekto galu;

+ salminu viegli sakniebiet starp TkSki un pirkstu un nonemiet ievietoSanas ierici;

+ salminu noturot vieta, hermetiz&jiet atvérto galu, izmantojot SYMS plombu;

+ darba stieniSa zona salminu turiet ar pinceti;

*  atri visu salminu vertikali ielieciet LN,. Dazas sekundes salminu uzmanigi maisiet pa LN,, lai ap salminu neveidotos
izol&jo$s gaisa burbulu slanis.

lelieciet Cryolock:

+ izmantojot mikropipeti, ne vairak ka 2 paraugus uzmanigi uzlieciet uz uzgala ieliektas virsmas (taja pa$a pusg, kur Cryolock
logotips) apméram 3 mm (1/8 collas) no uzgala malas (atsaucei izmantojiet melno atzimi), aizvacot krioaizsardzibas
[idzekla $kiduma parpalikumus un atstajot iesp&jami mazaku vitrifikacijas barotnes tilpumu (< 1 pl);

+ Aiespgja: uzgali talit un pirms Cryolock iegremdeSanas LN, uzmanigi ievietojiet vacin, ciesi pievelkot, lidz tas nostiprinas;

+ B iespgja: uzgali un vacinu nekavéjoties iegremdgjiet zem LN,. Pagaidiet, Iidz beidzas burbuloana un varétu sakties
lidzsvaro$ana. Uzgali uzmanigi ievietojiet vacina, pietiekami ciesi pagriezot, [1dz tas nostiprinas:

PIEZIME. B iespéja nav apstiprinata izmanto$anai ASV.

+ Cryolock atri iegremdéjiet kidraja slapeklr.

PIEZIME. Cryolock vienmér glabajiet ar vacinu uz leju.

11. Vitrificgjamo CryoTip, HSV salminu vai Cryolock ievietojiet iegremdetaja ar LN, piepilditaja kriostobrina vai kausina
(uz krioturétaja). Kriostobrinam (vai kausinam) uzlieciet vacinu vai otradi pievienojiet vél vienu kriostobrinu bez vacina,
lai nodro8inatu, ka vitrificgjama ierice paliek Skidraja slapeklr.

12. LN, rezervuaru parvietojiet blakus LN, kriosaldétajam un krioturétaju ar saturu parnesiet uz kriosaldétaju ilgstosai glabasanai.

B. EMBRIJI (no PN Iidz blastocistai)

Vitrifikacijas protokols.

1. Aseptiska veida vienu 50 pl pilienu ES uzpiliniet uz otradi apgriezta Petri traucina vaka.

2. Iznemiet kultdras traucinu ar embriju(-iem) no inkubatora un mikroskopa parbaudiet parauga(-u) kvalitati. Ja iesp&jams,
izvélieties tikai vislabakas kvalitates embriju(-s).

3. Paraugu (ne vairak par diviem vienlaicigi) no kultdras traucina saudzigi, kopa ar minimalu barotnes daudzumu, parnesiet
uz ES pilienu un iedarbiniet taimeri.

Embrijiem ES piliena jalidzsvarojas 1&ni brivaja kritiena 6-10 mind$u laika.

Piezime: paraugs saruks, bet tad pakapeniski atgis savu sakotngjo izméru, kas liecinas, ka [idzsvaro$ana ir pabeigta.

UZMANIBU! Parauga(-u) lidzsvarosanas ES un VS pilienos laika maksimali samaziniet gaismas iedarbibu.

4. Sis lidzsvaro$anas laika ES:

+ sagatavojiet vienu 50 pl pilienu VS $kiduma, ka paradits 8. attéla, un sagatavojiet uzpildisanai izvéléto CryoTip,
HSV salminu vai Cryolock.

Izpildiet iepriek$ aprakstito protokolu (A sadalu — ovocTtu [MII] vitrifikacijas protokolu) no 9. Iidz 12. darbibai, lai uz VS iedarbotos

$kidumi, lai uzpilditu CryoTip, HSV salminu vai Cryolock, lai veiktu iegremdésanu LN, un sagatavotu ilgtermina glabasanai.

Papildu informacija par $o izstradajumu lietoSanu meklgjama katras laboratorijas proceddru aprakstos un protokolos, kas Tpasi

izstradati un optimizéti individualajai mediciniskajai programmai.

GLABASANAS NORADIJUMI UN STABILITATE

Neatvértus flakonus glabajiet ledusskapt 2-8 °C temperattra. Glabajot atbilsto$i noradijumiem, vitrifikacijas sasaldé$anas

komplektu $kidumi ir stabili ITdz deriguma termina beigam, kas noradits uz flakonu etiketem.

Barotnes péc trauku atvér§anas drikst izmantot ne ilgak par astonam (8) nedélam.

Ta ka produkts satur cilvéka izcelsmes materialu, glaba$anas laika taja var veidoties dalinas. Nav pieradits, ka §7 veida dalinas
ietekmé produkta raksturlielumus.

IfIESARDZiBAS PASAKUMI UN BRIDINAJUMI .

Stierice ir paredzéta lieto$anai darbiniekiem, kas apguvusi ar paliglidzekliem veicamas reproduktivas procedaras. STs proceddras
ietver noradito izmanto$anu, kurai §T ierice ir paredzéta.

Par izstradajuma izsekojamibas uzturé$anu atbild $Ts ierices lietotaja iestade, kurai jaievéro valsts noteikumi par izsekojamibu,
jatadiir.

no iepakojuma. Pirms lietoSanas CryoTip japarbauda, izmantojot atbilstoSu palielinajumu (40x stipruma), lai noteiktu iesp&jamos
bojajumus (piem., gala ldzumus vai plisumus), kas var rasties parvadasanas laika.

Nelietojiet nevienu $kidruma flakonu, ja tas izskatas bojats, tek, ja taja ir redzamas dalinas vai ja tas ir dulkains vai mainijis krasu.
Produktu likvidet saskana ar speka esoSajiem noteikumiem.
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Lai izvairttos no kontaminacijas raditam problémam, rikojieties, izmantojot aseptiskas metodes.

L1dz $im publicétie pétijumos iegitie rezultati liecina, ka vitrifikacijas ilgtermina ietekme uz ovocitiem un embrijiem pagaidam
nav zinama.

Nelietojiet nevienu pudeli, kurai ir bojats sterilais iesainojums.

ES. Standarta pasakumi, lai novérstu infekcijas, ko izraisa no cilvéka asinim vai plazmas izgatavoti medikamenti, ir donoru atlase,
atseviSku donoru materialu un plazmas fondu skrinings, lai noteiktu konkrétus infekcijas markierus, un efektivas razo$anas
procesa ieklautas darbibas, lai inaktivétu/atdalitu virusus. Neraugoties uz to, ievadot no cilvéka asinim vai plazmas pagatavotus
medikamentus, nevar pilniba izslégt infekciozu vielu parneSanas iespéju. Tas attiecas arl uz nezinamiem vai jaunatklatiem
virusiem un citiem patogéniem. Nav zinots par pieraditiem virusu parne$anas gadijumiem, lietojot albuminu, kas izgatavots
ar visparatzitiem panémieniem saskana ar Eiropas Farmakopejas specifikacijam. Lai saglabatu saikni starp pacienti un produkta
sériju, katru reizi, kad pacientei tiek ievadrti Irvine Scientific, LLC reproduktivajam procediram paredzétie barotnu produkti, stingri
ieteicams pierakstit produkta nosaukumu un partijas numuru.

ASV. Sis produkts satur cilveka seruma albuminu (HSA). Cilvéka izcelsmes materials, kas izmantots $T produkta izgatavosana,
ir parbaudits ar FDA apstiprinatiem komplektiem, un konstatéts, ka tas nereageé ar antivielam pret C hepatitu (HCV) un antivielam
pret cilvéka imandeficita virusu (HIV). Tomér neviena parbaudes metode pilntba negaranté, ka no cilvéka izejmateriala ieguti
produkti nav infekciozi. Ar visiem cilvéka izcelsmes materialiem rikojieties ta, it ka tie spétu parnest infekciju, ievérojot vispargjus
piesardzibas pasakumus. Izmantojama materiala donori tikusi parbauditi arT attiectba uz KJS.

KONTRINDIKACIJAS
Produkts satur gentamicina sulfatu. Lai parliecinatos, ka pacientam nav paaugstinatas jutibas pret $o antibiotiku, javeic atbilstosi
piesardzibas pasakumi.
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NEDERLANDS
WAARSCHUWING (EU): Alleen voor professioneel gebruik.

INDICATIES VOOR GEBRUIK

Vit Kit-Freeze is bestemd voor gebruik bij geassisteerde voortplantingsprocedures voor vitrificatie en bewaring van menselijke
odceyten (MII), pronucleaire (PN) zygoten, embryo’s tot en met dag 3 van de splitsingsfase en embryo’s in het blastocyststadium.
Deze kit is bedoeld voor gebruik met de CryoTip (catalogusnr. 40709) en de Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) voor optimale
terugwinning van monsters.

BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL

Equilibration Solution-ES is een HEPES-gebufferde oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat, 7,5% (v/v) van zowel
DMSO als ethyleenglycol, en 20% (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS) bevat.

Vitrification Solution-VS is een HEPES-gebufferde oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat, 15% (v/v) van zowel
DMSO als ethyleenglycol, 20% (v/v) DSS en 0,5 M sucrose bevat.

DSS is een eiwitsupplement dat bestaat uit 50 mg/ml menselijk serumalbumine (HSA) van therapeutische kwaliteit en 20 mg/ml
dextran. DSS wordt gebruikt bij 20% (v/v) in Vit Kit-Freeze tot een eindconcentratie van 10 mg/ml HSA en 4 mg/ml dextran.
Deze twee oplossingen moeten achtereenvolgens gebruikt worden volgens het stapsgewijze vitrificatieprotocol met microdruppels.

SAMENSTELLING

Zouten en ionen Proline Overige Pyridoxine
Natriumchloride Tyrosine Adeninesulfaat Natriumbisulfiet
Natriumfosfaat Alanine Deoxyribose Foliumzuur
Kaliumchloride Asparaginezuur Ribose Alfatocoferol
Magnesiumsulfaat Glutaminezuur Guanine Antibiotica
Natriumacetaat Isoleucine Uracil Gentamicinesulfaat
Calciumchloride Leucine Xanthine Energiesubstraten
Cholinechloride Methionine Thymine %ogse—
IJzer(Il)nitraat Fenylalanine Hypoxanthine Inositol
Buffer Serine Adenosine o
Natriumbicarbonaat Treonine Vitaminen en mineralen Eiwit )
HEPES \T/r’l'.pmfaa” Calciferol Menselijk serumalbumine

i aline Ascorbinezuur Cryoprotectant
M Hydroxyproline Aminobenzoézuur Dextran
enolrood Cysti o

. ystine Nicotinezuur Sucrose
W Cysteine Nicotinezuuramide Ethyleenglycol
Glgcine Antioxidant Pantotheenzuur Dimethylsulfoxide
yen Glutathion Riboflavine Water
Histidine Thiamine F_ .
Lysine hia armaqeutlsch

Biotine kwaliteitswater (WFI)

KWALITEITSBORGING
De oplossingen in Vit Kit-Freeze zijn membraangefilterd en op aseptische wijze verwerkt volgens productieprocedures die zijn
gevalideerd.

Elke partij Vit Kit-Freeze ondergaat de volgende tests:

Oplossingen en CryoTips.
Endotoxine door middel van de Limulus Amebocyte Lysate (LAL)-methode (< 0,6 EU/mI)
Muisembryoassay (eencellig) (= 80% geéxpandeerde blastocysten)
Steriliteit met de huidige Amerikaanse Pharmacopeia Sterility Test <71> (voldoet)

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

MATERIALEN DIE VEREIST, MAAR NIET MEEGELEVERD ZIJN

+ lrvine Scientific, LLC CryoTip (catalogusnr. 40709) of HSV Straw (catalogusnr. 25246-25251) of Cryolock™
(catalogusnr. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC-connector (catalogusnr. 40736) of andere adapter

+ Steriele petrischalen (50 x 9 mm, Falcon 351006 of equivalent)

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

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

+ Hyaluronidase (catalogusnr. 90101)

+ Disposable handschoenen

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

+ Transferpipetten (getrokken glazen pipetten of micropipetpunten waarbij de punt een binnendiameter heeft van ~200 um)

+ Pincet of forceps

+ Impulse-heatsealer

+ SYMS-sealapparaat voor HSV Straw
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+ Stopwatch of timer
+ Vloeibare-stikstoftank (dewar of piepschuimen container met deksel, volume van 1-2 1)
+ Vloeibare stikstof (volume dat voldoende is om een diepte van 4 inch (10 cm) te verkrijgen in de tank)

AANWIJZINGEN VOOR GEBRUIK
Vereiste componenten voor Vit Kit-Freeze (per toepassing):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pl voor het vitrificatieprotocol voor odcyten
of
50 pl voor het vitrificatieprotocol voor embryo’s
+ Vitrification Solution (VS):
50 pl voor vitrificatieprotocol
+ 1 CryoTip of HSV Straw of Cryolock (plaats voor maximaal 2 monsters)
+ 1 connector

VITRIFICATIEPROTOCOL:

NB: Procedures moeten plaatsvinden bij kamertemperatuur (20-27 °C). Gebruik GEEN verwarmde microscooptafels voor

de volgende procedures. OPGELET: Beperk tijdens het equilibreren in ES- en VS-oplossingen de blootstelling van monsters

aan licht tot het minimum.

1. Breng de te gebruiken hoeveelheid ES en VS op kamertemperatuur (20-27 °C). NB: De flacons met ES en VS mogen
in hun geheel niet herhaaldelijk op kamertemperatuur worden gebracht wanneer telkens slechts een deel van de oplossing
nodig is. Het is beter om de te gebruiken hoeveelheid te verdelen in kleinere hoeveelheden en de flacons na het verdelen
opnieuw bij 2-8 °C te plaatsen. Modified HTF (HEPES) met eiwit is ook vereist voor het vitrificatieprotocol voor odcyten.

2. Vul de vloeibare-stikstoftank met vloeibare stikstof (voldoende om een diepte van 4 inch (10 cm) te verkrijgen of om het
cryobuisje op de cryohouder volledig onder te dompelen) en plaats de tank dicht bij de microscoop. Breng een cryobuisje
of beker (zonder dop) in de klem op de bodem van een cryohouder in en dompel deze onder in de vloeibare stikstof ter
voorbereiding van bewaring van de gevitrificeerde monsters.

3. Bepaal het aantal monsters voor vitrificatie.

4. Label elke steriele petrischaal (of deksel) en elk bewaarhulpmiddel voor cryobuisjes met de nodige informatie.
5. Keer voor gebruik elke flacon met ES en VS tweemaal voorzichtig om, zodat de inhoud gemengd wordt.

6. Prepareer als volgt de schaal met druppels van de oplossingen voor de vitrificatieprocedure:

A. Vitrificatieprotocol voor OOCYTEN (MII):

OPMERKING 1: Opgehaalde odcyten moeten met hyaluronidase worden gedenudeerd om te bevestigen dat ze MIl zijn.

OPMERKING 2: Raadpleeg deel B voor het vitrificatieprotocol voor embryo’s.

1. Pipetteer op aseptische wijze een druppel van 20 pl kweekmiddel, Modified HTF - HEPES met eiwit, en ES dicht bij
elkaar op een omgekeerde deksel van een steriele petrischaal, zoals weergegeven in afbeelding 1, en plaats de schaal op
de microscooptafel:

+ één druppel van 20 pl Modified HTF (HEPES met eiwit)

+ drie druppels van 20 pl (60 pl in totaal) van ES (ES1, ES2, ES3)

2. Neem de kweekschaal met MIl odcyten uit de incubator en controleer de kwaliteit van de monsters onder de microscoop.
Selecteer, indien mogelijk, alleen de odcyt(en) in Mll-fase van de beste kwaliteit.

OPGELET: Beperk tijdens het equilibreren in de H-, ES- en VS-druppels de blootstelling van monsters aan licht tot het

minimum.

3. Breng de odcyt(en) (maximaal 2 tegelijk) met een minimaal volume medium over van de kweekschaal (in de incubator)
in de druppel H van 20 pl gedurende één minuut.

4. Meng de druppel H met ES1 (zie afbeelding 1, pijl 1) met de punt van de transferpipet en laat de twee oplossingen vanzelf
mengen gedurende 2 minuten.

5. Meng vervolgens de druppel ES2 (pijl 2) met de eerder gemengde druppels en wacht 2 minuten.

6. Breng de odcyt(en) met een minimaal volume oplossing over van de gemengde druppel naar de druppel ES3 gedurende
6-10 minuten. NB: Het equilibreren van odcyten in ES3 is voltooid wanneer de dikte van de zona pellucida en van
de perivitelline ruimte gelijk is. De odcyt(en) zet(ten) zich binnen 3 minuten neer op de bodem van de druppel.

7. Tijdens het equilibreren in ES3:

Pipetteer op aseptische wijze één (1) druppel van 50 pl VS 2 minuten voordat het equilibreren voltooid is en prepareer

de CryoTip (afbeelding 3), HSV Straw (afbeelding 4) of Cryolock (afbeelding 5) voor het laden:

NB: Controleer het vitrificatiehulpmiddel en de punt ervan zorgvuldig voordat u start met de procedure.

+ CryoTip: sluit deze met behulp van een connector of adapter aan op de Hamilton-spuit of op een geschikt aspiratiehulpmiddel
om voor een goede afdichting te zorgen. NB: Houd de metalen beschermhuls over de getrokken fijne punt om deze
te beschermen totdat u klaar bent om monsters te plaatsen.

+ HSV Straw: sluit het langste uiteinde van het blauwe kunststof inbrenghulpmiddel aan op het gekleurde uiteinde van
de hanteerstaaf.

+ Cryolock: maak de dop los.

8. De volgende stappen (9-13) moeten binnen 80-110 seconden voltooid zijn. OPGELET: Blootstelling van monsters aan VS
moet beperkt worden om cytotoxiciteit te voorkomen. Monsters hebben de neiging te zweven in VS. Daarom moet de focus
via de microscoop worden aangepast voor continue visualisatie tijdens blootstelling en moet de punt van de transferpipet
dichtbij worden gehouden, zodat overbrenging tussen druppels VS snel kan plaatsvinden. Zie afbeelding 6.
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9. Zuig, nadat het equilibreren in ES is voltooid, wat ES op in de transferpipet en breng het (de) monster(s) met een minimaal
volume over vanuit de druppel ES in de druppel VS gedurende 30 seconden.

10. Vul en heatseal de CryoTip als volgt (zie afbeelding 7a):

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

+ Terwijl u de CryoTip en de Hamilton-spuit vasthoudt en observatie verricht onder de microscoop, aspireert u zorgvuldig
een klein volume VS op tot markering 1 op de CryoTip.

+Terwijl u onder de microscoop blijft observeren, aspireert u het monster met VS zorgvuldig naar markering 2 op de CryoTip.

+ Observeer de CryoTip nu rechtstreeks en aspireer meer VS tot markering 3.

+ Het monster moet zich tussen markering 2 en markering 3 bevinden.

+ Heatseal (seal 1) de CryoTip bij (of net onder) markering 1 en schuif de beschermhuls weer omlaag om het breekbare
uiteinde van de fijne punt af te dekken en te beschermen.

+ Verwijder de CryoTip zorgvuldig uit het aspiratiehulpmiddel en de adapter en heatseal (seal 2) vervolgens aan het brede
uiteinde van de CryoTip boven markering 4.

+ Dompel de afgedekte CryoTip rechtstreeks in vloeibare stikstof (koelsnelheid van —12.000 °C/min) (zie afbeelding 7b).

Laad en verzegel de HSV Straw als volgt:

+ Plaats het (de) monster(s) met behulp van een micropipet zorgvuldig in de gleuf van het capillaire staafje, op een afstand
van 1 mm van het uiteinde. De druppel die het (de) monster(s) bevat, moet kleiner zijn dan 0,5 ul. Maximaal 2 o6cyten
of embryo’s per capillair staafje.

+ Plaats het capillaire staafje en het inbrenghulpmiddel onmiddellijk in het rietje en duw totdat het rechthoekige gedeelte
van het inbrenghulpmiddel in aanraking komt met het uitlopende uiteinde van het rietje.

+ Klem het rietje lichtjes tussen uw duim en vinger en verwijder het inbrenghulpmiddel.

+ Terwijl u het rietie nog steeds in dezelfde positie houdt, verzegelt u het open uiteinde met behulp van een SYMS-
sealapparaat.

+ Houd het rietje met behulp van een pincet vast dicht bij de hanteerstaaf.

+ Dompel het gehele rietje snel verticaal onder in LN,. Roer het rietje een paar seconden voorzichtig heen en weer in LN,
om te voorkomen dat er een isolerende luchtbellenlaag rondom het rietje ontstaat.

Vul de Cryolock als volgt:

+ Plaats met behulp van een micropipet zorgvuldig maximaal 2 monsters op het concave opperviak van de punt
(aan dezelfde zijde als het Cryolock-logo) op een afstand van ongeveer 3 mm (1/8 inch) van de rand van de punt
(gebruik de zwarte markering als referentie) en verwijder overtollige cryoprotectantoplossing, zodat er een minimaal
volume vitrificatiemedium (< 1 pl) overblijft.

+ Optie A: Breng de punt onmiddellijk, en voordat de Cryolock in LN, wordt ondergedompeld, zorgvuldig in de dop aan
en draai hem stevig aan totdat hij vastzit.

+ Optie B: Dompel de punt en de dop onmiddellijk onder in LN,. Wacht totdat de vorming van luchtbellen ophoudt
en equilibratie mogelijk wordt. Breng de punt zorgvuldig in de dop in en draai hem strak genoeg aan totdat hij vastzit.
NB: Optie B is niet goedgekeurd voor gebruik in de Verenigde Staten.

+ Dompel de Cryolock snel onder in vioeibare stikstof.

NB: Bewaar de Cryolock altijd met de dop omlaag gericht.

11. Plaats de gevitrificeerde CryoTip, HSV Straw of Cryolock in het in LN, ondergedompelde, gevulde cryobuisje of de beker
(op de cryohouder). Doe de dop op het cryobuisje (of de beker) of bevestig het ondersteboven op een ander cryobuisje,
zonder dop, om het gevitrificeerde hulpmiddel in vioeibare stikstof te kunnen plaatsen.

12. Breng de tank met LN, dicht bij de LN,-cryovriezer en breng de cryohouder met inhoud over naar de cryovriezer voor
langdurige bewaring.

B. Vitrificatieprotocol voor EMBRYO’S (PN tot blastocyst):
1. Pipetteer op aseptische wijze één druppel ES van 50 pl op een omgekeerde deksel van een petrischaal.
2. Neem de kweekschaal met embryo(’s) uit de incubator en controleer de kwaliteit van het (de) monster(s) onder de microscoop.
Selecteer voor vitrificatie, indien mogelijk, het (de) embryo(’s) van de beste kwaliteit.
3. Breng voorzichtig het (de) monster(s) (maximaal twee tegelijk) met een minimaal volume medium over van de kweekschaal
naar de druppel ES en start de timer.
Embryo’s moeten langzaam equilibreren in de druppel ES door middel van vrije val gedurende 6-10 minuten.
NB: Het monster zal krimpen en daarna geleidelijk opnieuw zijn oorspronkelijke grootte aannemen, wat erop duidt dat het
equilibreren voltooid is.
OPGELET: Beperk tijdens het equilibreren in de ES- en VS-druppels de blootstelling van monsters aan licht tot het minimum.
4. Tijdens dit equilibreren in ES:
+ Maak één druppel VS-oplossing van 50 pl gereed zoals weergegeven in afbeelding 8 en prepareer de CryoTip,
HSV Straw of Cryolock voor het laden.
Volg het protocol zoals hierboven beschreven (deel A -Vitrificatieprotocol voor odcyten (MIl)) vanaf stap 9 t/m stap 12 voor
blootstelling aan VS-oplossingen, het laden van de CryoTip, HSV Straw of Cryolock, het onderdompelen in LN, en de langdurige
bewaring.
Voor aanvullende informatie over het gebruik van deze producten dienen alle laboratoria hun eigen laboratoriumprocedures
en -protocollen te raadplegen die speciaal zijn ontwikkeld en geoptimaliseerd voor uw individueel medisch programma.
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INSTRUCTIES VOOR BEWARING; STABILITEIT
Bewaar de ongeopende flacons gekoeld bij 2 °C tot 8 °C. Wanneer Vitrification Freeze Kit-oplossingen worden bewaard volgens
de instructies, zijn ze stabiel tot aan de houdbaarheidsdatum die op het etiket van de flacons is vermeld.

Gebruik media niet langer dan acht (8) weken nadat de containers geopend zijn.

Aangezien het product menselijk bronmateriaal bevat, kunnen er zich tijdens bewaring (vaste) deeltjes vormen. Deze (vaste)
deeltjes hebben voor zover bekend geen invioed op de prestaties van het product.

VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN
Dit hulpmiddel is bedoeld voor gebruik door medewerkers die opgeleid zijn in geassisteerde voortplantingsprocedures. Tot deze
procedures behoort het gebruik waarvoor dit hulpmiddel bedoeld is.

De instelling waarin dit hulpmiddel wordt gebruikt, is verantwoordelijk voor het behoud van de traceerbaarheid van het product
en moet, waar van toepassing, voldoen aan de nationale voorschriften met betrekking tot traceerbaarheid.

Als extra voorzorgsmaatregel tijdens de preparatieprocedure raden wij aan elke CryoTip nadat deze uit de verpakking is gehaald,
zorgvuldig te onderzoeken. Controleer de CryoTips voér gebruik onder een geschikte vergroting (40x) op mogelijke transportschade
(zoals gebroken of gescheurde punt).

Gebruik geen flacon met een oplossing die beschadigd is, lekt, (vaste) deeltjes bevat of troebel is, of van kleur veranderd is.
Voer het product af volgens de geldende voorschriften.

Gebruik aseptische methoden om besmettingsproblemen te vermijden.

Momenteel wijst onderzoeksliteratuur uit dat de lange-termijneffecten van vitrificatie op odcyten en embryo’s onbekend blijven.
Gebruik geen flessen waarvan de steriele verpakking beschadigd is.

EU: Tot de standaardmaatregelen ter voorkoming van infecties door gebruik van geneesmiddelen die bereid zijn uit menselijk
bloed of plasma behoren de selectie van donors, de screening van individuele donaties en plasmapools op specifieke
infectiemarkers en de toepassing van effectieve productiestappen voor de inactivatie/verwijdering van virussen. Desondanks
kan bij toediening van geneesmiddelen die zijn bereid uit menselijk bloed of plasma, de mogelijke overdracht van infectieuze
organismen niet geheel worden uitgesloten. Dit geldt ook voor onbekende of toekomstige virussen en andere pathogenen. Er
zijn geen meldingen ontvangen van bewezen virusoverdrachten bij albumine dat met behulp van gevestigde processen volgens
de specificaties van Europese Farmacopee is gefabriceerd. U wordt dringend aangeraden om telkens wanneer een patiént
kweekmedia voor voortplantingsprocedures van Irvine Scientific, LLC krijgt toegediend de naam en het partijnummer van het product
te noteren, zodat er een link blijft bestaan tussen de patiént en de productpartij.

VS: Dit product bevat menselijk serumalbumine (HSA). Het menselijke bronmateriaal dat wordt gebruikt bij de vervaardiging van dit
product is getest met door de Amerikaanse Inspectiedienst voor Voedings- en Geneesmiddelen (FDA) goedgekeurde kits. Daaruit
is gebleken dat het niet reageert op de antistoffen voor hepatitis C (HCV) en antistoffen voor het menselijk immuundeficiéntievirus
(HIV). Geen enkele testmethode biedt echter volledige zekerheid dat producten afkomstig van menselijke bronnen niet besmettelijk
zijn. Ga met al het menselijk bronmateriaal om alsof het infecties kan overdragen en neem universele voorzorgsmaatregelen.
Donors van het bronmateriaal zijn ook gecontroleerd op de ziekte van Creutzfeldt-Jakob (CJD).

CONTRA-INDICATIE
Het product bevat gentamicinesulfaat. Passende voorzorgsmaatregelen dienen te worden genomen om te verzekeren dat
de patiént niet gevoelig is voor dit antibioticum.
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POLSKI
UE — UWAGA: Wytacznie do zastosowan profesjonalnych.

PRZEZNACZENIE

Zestaw Vit Kit-Freeze jest przeznaczony do uzytku w procedurach wspomaganego rozrodu, ktdre obejmujq witryfikacje
i przechowywanie ludzkich oocytéw (MIl), zygot, w ktdrych obecne sg przedjadrza (PN), do 3. dnia bruzdkowania w rozwoju
zarodkowym oraz zarodkéw w stadium blastocysty. Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku z produktem CryoTip
(nr katalogowy 40709) i zestawem Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) w celu optymalizacji odzysku prébek.

OPIS WYROBU

Roztwér Equilibration Solution-ES to roztwér pozywki Medium-199 zbuforowany HEPES, zawierajacy siarczan gentamycyny,
7,5-procentowy (stez. obj.) DMSO, 7,5-procentowy (stez. obj.) glikol etylenowy i 20-procentowy (stez. obj.) dodatek Dextran
Serum Supplement (DSS).

Rozwor Vitrification Solution-VS to roztwdr pozywki Medium-199 zbuforowany HEPES, zawierajacy siarczan gentamycyny,
15-procentowy (stez. obj.) DMSO, 15-procentowy (stez. obj.) glikol etylenowy, 20-procentowy (stez. obj.) dodatek DSS i roztwér
sacharozy w stezeniu 0,5 M.

DSS to dodatek biatkowy, w ktdrego sktad wchodzi 50 mg/ml albuminy surowicy ludzkiej (HSA) o przeznaczeniu terapeutycznym
i 20 mg/ml dekstranu. DSS jest uzywany w zestawie Vit Kit-Freeze w stezeniu 20-procentowym (stez. obj.), co daje koricowe
taczne stezenie HSA réwne 10 mg/ml i dekstranu réwne 4 mg/ml.

Tych dwéch roztwordw nalezy uzywaé w odpowiedniej kolejnosci zgodnie z protokotem witryfikacji, ktory obejmuje sekwencyjne
przenoszenie oocytéw/zarodkéw do mikrokropelek.

SKLAD
Sole i jony Prolina Inne Pirydoksyna
Chlorek sodu Tyrozyna Siarczan adeniny Wodorosiarczyn sodu
Fosforan sodu Alanina Deoksyryboza Kwas foliowy
Chlorek potasu Kwas asparaginowy Ryboza Alfa-tokoferol
Siarczan magnezu Kwas glutaminowy Guanina Antybiotyki
Octan sodu Izoleucyna Uracyl Siarczan gentamycyny
Chlorek wapnia Leucyna Ksantyna
Chlorek choliny Metionina Tymina mﬂmgm
Azotan zelaza(lll) Fenyloalanina Hipoksantyna In(;Jz Otf)T
Bufor Seryna Adenozyna ) Y
Wodoroweglan sodu Treonina Witaminy i mineraty Biatko ) .
HEPES Tryptofan Kalcyferol Albumina surowicy ludzkiej
-~ Walina Kwas askorbinowy Krioprotektant

%ﬁlowa Hydroksyprolina Kwas aminobenzoesowy Dekstran

. Cystyna Kwas nikotynowy Sacharoza
%\( Cysteina Amid kwasu nikotynowego Glikol etylenowy
GI?C o Antyoksydant Kwas pantotenowy Dimetylosulfotlenek
Histidyna Glutation Rlybo.flawina Woda
Lizyna Tiamina Woda o jakosci WFI

Biotyna

ZAPEWNIENIE JAKOSCI
Roztwory dostarczone w zestawie Vit Kit-Freeze s filtrowane membranowo i przetwarzane aseptycznie zgodnie ze zweryfikowanymi
procedurami wytwarzania.

Kazda seria zestawu Vit Kit-Freeze jest poddawana nastepujacym testom:

Roztwory i produkty CryoTip:
Badanie pod katem obecno$ci endotoksyn metoda Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (<0,6 EU/ml)
Badanie na zarodku mysim (jednokomérkowym) (rozwéj 280% sposrod jednokomérkowych zarodkéw w stadium blastocysty)
Badanie sterylno$ci, zgodnie z najnowszym badaniem sterylnoéci wg Farmakopei Amerykanskiej (USP) <71>
(wymagania spetnione)

Wszystkie wyniki sa notowane na swoistym dla danej serii Swiadectwie analizy, ktére jest dostepne na zadanie.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

+ Produkt CryoTip (nr katalogowy 40709) lub stomka HSV Straw (nr katalogowy 25246-25251) lub produkt Cryolock™
(nr katalogowy CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O) firmy Irvine Scientific, LLC

+  Zigcze firmy Irvine Scientific, LLC (nr katalogowy 40736) lub inny adapter

+ Sterylne szalki Petriego (50 X 9 mm, Falcon 351006 lub odpowiednik)

+  Krioprobdwki (4,5 ml) lub kubki i prety kriogeniczne

+ Pozywka hodowlana Modified HTF - HEPES (nr katalogowy 90126) z dodatkiem biatka

+ Hialuronidaza (nr katalogowy 90101)

+ Jednorazowe rekawiczki

+ Strzykawka Hamilton GASTIGHT® (50 I, nr katalogowy 80901) lub inny wyrdb do aspiracji

+ Pipety transferowe (pipety szklane lub koncowki do mikropipet o wewngtrznej $rednicy koicowki ~200 um)
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Peseta lub szczypce

Zgrzewarka impulsowa

Zgrzewarka SYMS Sealer do stomek HSV Straw

Stoper lub minutnik

Zbiornik na ciekty azot (dewar lub pojemnik styropianowy z wieczkiem, objeto$¢ 1-2 1)
Ciekly azot (objetos¢ wystarczajgca do napetnienia zbiornika do gtebokosci 4 cali (10 cm))

INSTRUKCJA UZYCIA
Wymogi dotyczace objetosci sktadnikéw zestawu Vit Kit-Freeze (na jedno zastosowanie):

Roztwér Equilibration Solution (ES):

60 pl w przypadku protokotu witryfikacji oocytow

lub

50 pl w przypadku protokotu witryfikacji zarodkéw

Rozwor Vitrification Solution (VS):

50 pl w przypadku protokotu witryfikacji

1 produkt CryoTip lub stomka HSV Straw lub produkt Cryolock (do przechowywania maksymalnie 2 oocytdw/zarodkow)
1 zlacze

PROTOKOL WITRYFIKACJI:

UWAGA: Procedury nalezy wykonywa¢ w temperaturze pokojowej (20-27°C). Podczas wykonywania ponizszych procedur
NIE NALEZY korzysta¢ z podgrzewanego stolika mikroskopowego. PRZESTROGA: Podczas réwnowazenia oocytéw/zarodkow
w roztworach ES i VS nalezy zminimalizowac ich ekspozycje na $wiatto.

1.

6.
A

Doprowadzi¢ odpowiednie objetosci roztworéw ES i VS do temperatury pokojowej (20-27°C). UWAGA: Nalezy unika¢
wielokrotnego doprowadzania catej zawarto$ci fiolek z roztworami ES i VS do temperatury pokojowej, gdy za kazdym razem
potrzebna jest tylko porcja kazdego roztworu. Lepszym rozwigzaniem jest wydzielenie z ich zawarto$ci porcji, ktéra ma zosta¢
uzyta, a nastepnie umieszczenie fiolek z powrotem w temperaturze 2-8°C. Do protokotu witryfikacji oocytow wymagana jest
réwniez pozywka Modified HTF (HEPES) z dodatkiem biatka.

Napetni¢ zbiornik na ciekly azot cieklym azotem — objeto$cig wystarczajacq do napetnienia zbiornika do gtebokosci
4 cali (10 cm) lub catkowitego zanurzenia krioprobowki znajdujacej sig na precie — i umiesci¢ go w poblizu mikroskopu.
Przymocowac¢ krioprobéwke lub kubek (bez zatyczki) do dolnego zacisku preta kriogenicznego i zanurzy¢ w ciektym azocie
w celu przygotowania do przechowywania oocytow/zarodkow po witryfikacji.

Okreslic liczbg oocytow/zarodkéw poddawanych witryfikacji.

Oznaczy¢ odpowiednimi danymi kazdg sterylng szalke Petriego (lub wieczko) oraz wyréb do przechowywania probek
w warunkach kriogenicznych.

Przed uzyciem delikatnie odwrdci¢ kazdg fiolke roztworu ES i VS dwa razy, aby wymiesza¢ zawartos$¢ fiolek.

Przygotowa¢ szalke z kropelkami roztworéw do procedury witryfikacji zgodnie z ponizszym opisem:

Protokst witryfikacji OOCYTOW (MI):

UWAGA 1: W celu potwierdzenia stadium MII pobrane oocyty sa poddawane denudacji hialuronidaza.
UWAGA 2: Protokét witryfikacji zarodkéw znajduje si¢ w czgsci B.

1.

W sposéb aseptyczny nanies$¢ kropelki o objetosci 20 ul na odwrécone wieczko sterylnej szalki Petriego — kropelke pozywki
hodowlanej, Modified HTF - HEPES z dodatkiem biatka, i kropelki roztworu ES w niewielkiej odlegto$ci od siebie — zgodnie
z Ryc. 1, a nastepnie umie$ci¢ szalke na stoliku mikroskopowym:

+ jedna kropelka pozywki Modified HTF (HEPES z dodatkiem biatka) o objetosci 20 pl

+ trzy kropelki roztworu ES (ES1, ES2, ES3) o objetosci 20 pl kazda (tacznie 60 pl)

Wyjaé naczynie hodowlane zawierajace oocyty w stadium MII z inkubatora i sprawdzi¢ ich jako$¢ pod mikroskopem.

Jesli jest to mozliwe, wybraé jedynie oocyty w stadium MII charakteryzujace sig najlepsza jakoscia.

PRZESTROGA: Podczas réwnowazenia oocytéw w kropelkach pozywki H i roztworéw ES i VS nalezy zminimalizowa¢ ich

ekspozycje na $wiatto.

Przenie$¢ oocyty (maksymalnie 2 jednocze$nie) w minimalnej objetoci pozywki z naczynia hodowlanego (z inkubatora)

do kropelki pozywki H o objetosci 20 ul i pozostawi¢ na jedng minute.

Potaczy¢ kropelke pozywki H z kropelka ES1 (patrz Ryc. 1, strzatka 1) przy uzyciu koncdwki pipety transferowej i pozostawi¢

na 2 minuty, aby umozliwi¢ samoistne wymieszanie si¢ obu roztworéw.

Nastepnie potaczy¢ kropelke ES2 (strzatka 2) z uprzednio potaczonymi kropelkami i pozostawi¢ na 2 minuty.

Przenie$¢ oocyty w minimalnej objeto$ci roztworu uzyskanego w wyniku potaczenia kropelek do kropelki ES3 i pozostawi¢

na 6-10 minut. Uwaga: Réwnowazenie oocytdw w kropelce ES3 mozna uznaé za zakoriczone, gdy grubo$¢ ostonki przejrzystej

bedzie réwna przestrzeni okotozéltkowej. Oocyty osiada na dnie kropelki w ciggu 3 minut.

Podczas rownowazenia oocytdw w kropelce ES3:

2 minuty przed zakonczeniem réwnowazenia w sposob aseptyczny nanie$¢ jedna (1) kropelke roztworu VS o objetosci 50 pl

i przygotowa¢ produkt CryoTip (Ryc. 3), stomke HSV Straw (Ryc. 4) lub produkt Cryolock (Ryc. 5) do zatadowania:

UWAGA: Przed rozpoczgciem procedury uwaznie obejrze¢ wyrdb stosowany do witryfikacji i jego koncowke.

+ Produkt CryoTip: przymocowa¢ do strzykawki Hamilton lub odpowiedniego wyrobu do aspiracji, uzywajac ztacza lub
adaptera, aby zapewnic $ciste potaczenie. UWAGA: Metalowa ostonka powinna pozosta¢ nasunigta na cienka koicowke
do czasu tadowania oocytdw, aby chroni¢ jg przed uszkodzeniem.

+ Stomka HSV Straw: podtaczy¢ diuzszy koniec niebieskiego, wykonanego z tworzywa sztucznego wyrobu wprowadzajacego
do kolorowego korca precika manipulacyjnego.

+ Produkt Cryolock: zdja¢ zatyczke.
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8.

12.

Ponizsze kroki (9-13) nalezy wykona¢ w ciagu 80-110 sekund. PRZESTROGA: Nalezy ograniczy¢ ekspozycje oocytow
na roztwér VS, aby unikna¢ cytotoksycznego dziatania roztworu. Oocyty maja tendencje do unoszenia sie w roztworze VS,
dlatego nalezy dostosowac ostro$¢ mikroskopu, aby zapewni¢ ciggta obserwacje oocytéw podczas ekspozycji na roztwdr,
i trzyma¢ konicdwke pipety transferowej w poblizu, aby zapewni¢ szybkie przenoszenie oocytéow pomiedzy kropelkami
roztworu VS. Patrz Ryc. 6.

Po zréwnowazeniu oocytow w roztworze ES pobra¢ matg objetos¢ roztworu ES do pipety transferowej, a nastepnie przenie$¢

oocyt(y) w minimalnej objeto$ci roztworu z kropelki roztworu ES do kropelki roztworu VS na 30 sekund.

Zatadowac produkt CryoTip i zgrza¢ go zgodnie z ponizszym opisem (patrz Ryc. 7a):

+ Przesuna¢ metalowa ostonke w gore produktu CryoTip, aby odstoni¢ czubek cienkiej, delikatnej koncowki.

+ Manipulujac produktem CryoTip i strzykawka Hamilton pod mikroskopem, ostroznie zaaspirowa¢ matg objetos¢ roztworu
VS do znacznika nr 1 na produkcie CryoTip.

+  Kontynuujac obserwacje pod mikroskopem, delikatnie zaaspirowa¢ oocyt w roztworze V'S do znacznika nr 2 na produkcie
CryoTip.

+  Obserwujac produkt CryoTip gotym okiem, zaaspirowac wiekszg objeto$¢ roztworu VS do znacznika nr 3.

+ Oocyt musi znajdowac sie pomiedzy znacznikiem nr 2 a znacznikiem nr 3.

+ Zgrza¢ produkt CryoTip na poziomie znacznika nr 1 (lub tuz pod tym znacznikiem) (zgrzew nr 1), a nastepnie zsunaé
metalowg ostonke, aby ostaniata i ochraniata ona cienka, delikatng koricowke.

+  Ostroznie wyja¢ produkt CryoTip z wyrobu do aspiracji i adaptera, a nastepnie zgrza¢ produkt przy waskim koficu produktu
CryoTip, nad znacznikiem nr 4 (zgrzew nr 2).

+ Zanurzy¢ ostoniety produkt CryoTip bezposrednio w cieklym azocie (szybko$¢ chtodzenia —12 000°C/min) (patrz Ryc 7b).

Zatadowac stomke HSV Straw i zgrza¢ ja zgodnie z ponizszym opisem:

+ Uzywajac mikropipety, ostroznie umiesci¢ oocyt(y) w rowku precika kapilarnego, okoto 1 mm od konca. Kropelka
zawierajgca oocyt(y) musi mie¢ objeto$¢ ponizej 0,5 pl. W kazdym preciku kapilarnym mozna umie$ci¢ maksymalnie
2 oocyty lub zarodki.

+ Niezwlocznie umiesci¢ precik kapilarny i wyréb wprowadzajacy w stomce i docisngé, az prostokatna cze$¢ wyrobu
wprowadzajgcego zetknie sie z rozszerzonym koricem stomki.

+ Delikatnie $cisna¢ stomke migdzy kciukiem a palcem, a nastgpnie wyja¢ wyréb wprowadzajacy.

+ Trzymajac stomke nieruchomo, zgrza¢ otwarty koniec stomki przy uzyciu zgrzewarki SYMS Sealer.

+ Trzymac stomke pesetq za precik manipulacyjny.

+ Trzymajac stomke pionowo, szybko zanurzy¢ ja w LN, Delikatnie poruszac stomka w LN, przez kilka sekund, aby unikna¢
wytworzenia izolujacej warstwy pecherzykéw powietrza wokot stomki.

Zatadowac produkt Cryolock zgodnie z ponizszym opisem:

+ Uzywajac mikropipety, ostroznie umiesci¢ maksymalnie 2 oocyty na wklestej powierzchni koficowki (strona, na ktérej
znajduje sie logo Cryolock) okoto 3 mm (1/8 cala) od krawedzi koficowki (czarny znacznik to punkt odniesienia), usuwajac
nadmiar roztworu krioprotektantu, pozostawiajac mozliwie jak najmniejsza objeto$¢ pozywki do witryfikacji (<1 ul).

+ Opcja A: Bezposrednio przed zanurzeniem produktu Cryolock w LN, ostroznie wsunaé koncowke do zatyczki
i dokreci€ ja.

* Opcja B: Od razu zanurzy¢ koricowke w LN, i dopiero wtedy ja zamkna¢. Poczeka¢, az przestang wydostawac sig
pecherzyki powietrza, aby zréwnowazy¢ roztwor. Ostroznie wsuna¢ koficdwke do zatyczki i dokrecic ja.

UWAGA: Opcja B nie zostata dopuszczona do stosowania w Stanach Zjednoczonych.

+ Szybko zanurzy¢ produkt Cryolock w cieklym azocie.

UWAGA: Produkt Cryolock nalezy zawsze przechowywac z zatyczka skierowana w dét.

Umiesci¢ produkt CryoTip, stomke HSV Straw lub produkt Cryolock do witryfikacji w zanurzonej krioprobéwce lub zanurzonym

kubku (na precie kriogenicznym) wypetnionej(-ym) LN,. Zamkna¢ zatyczka krioprobowke (lub kubek) lub przymocowaé

do géry dnem inng niezamknieta krioprobowke w celu zabezpieczenia wyrobu do witryfikacji w ciektym azocie.

Umiescic zbiornik na LN, w poblizu kriozamrazarki z LN,, a nastepnie przeniesc¢ pret kriogeniczny z jego zawartoscig

do kriozamrazarki w celu dtugoterminowego przechowywania.

B. ZARODKI (od zygot, w ktorych obecne sa PN, do zarodkéw w stadium blastocysty):

1.
2.

3.

Protokét witryfikacji:

W sposob aseptyczny nanies$¢ jedng kropelke roztworu ES o objetosci 50 pl na odwrécone wieczko szalki Petriego.

Wyja¢ naczynie hodowlane zawierajace zarodki z inkubatora i sprawdzi¢ ich jako$¢ pod mikroskopem. Jesli jest to mozliwe,

wybra¢ do witryfikacji jedynie zarodki charakteryzujace sig najlepsza jakoscia.

Ostroznie przenie$¢ zarodki (maksymalnie 2 jednocze$nie) w minimalnej objetosci pozywki z naczynia hodowlanego

(z inkubatora) do kropelki roztworu ES i uruchomi¢ minutnik.

Réwnowazenie zarodkéw w kropelce ES powinno przebiega¢ powoli; zarodki powinny swobodnie opadac przez 610 minut.

Uwaga: Zarodek skurczy sig, a nastepnie stopniowo wréci do pierwotnego rozmiaru, co bedzie oznacza¢ ukonczenie

réwnowazenia.

PRZESTROGA: Podczas réwnowazenia zarodkéw w kropelkach roztworéw ES i VS nalezy zminimalizowa¢ ekspozycje na

Swiatfo.

Podczas rownowazenia zarodkoéw w kropelce roztworu ES:

+ Nanies¢ jedna kropelke roztworu VS o objetosci 50 pl, tak jak to przedstawiono na Ryc. 8, i przygotowa¢ produkt CryoTip,
stomke HSV Straw lub produkt Cryolock do zatadowania.
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Postepowac zgodnie z powyzszym protokotem (sekcja A — protokot witryfikacji oocytow [MII]), wykonujac kroki od 9 do 12
dotyczace ekspozycji na roztwory VS, tadowania produktu CryoTip, stomki HSV Straw lub produktu Cryolock, zanurzania wyrobéw
w LN, i dtugoterminowego przechowywania.

Szczegotowe informacje o wykorzystaniu tych produktéw nalezy zweryfikowa¢ w wewnetrznych procedurach oraz protokotach
laboratorium, ktére opracowano i zoptymalizowano pod katem poszczegdlnych programéw medycznych.

INSTRUKCJE DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA | STABILNOSCI

Nieotwarte butelki przechowywa¢ w chtodziarce w temperaturze od 2 do 8°C. Przy przechowywaniu roztworéw zestawu Vitrification
Freeze Kit zgodnie ze wskazéwkami pozostaja one stabilne do uptywu terminu wazno$ci podanego na etykietach fiolek.

Po otwarciu fiolek nalezy zuzy¢ pozywki w ciagu o$miu (8) tygodni.

Ze wzgledu na to, ze w produkcie obecny jest materiat pochodzenia ludzkiego, podczas przechowywania produktu moga wytracic
sie czastki state. Nie stwierdzono, aby ten typ czastek statych negatywnie wptywat na wtasciwosci produktu.

SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Wyrdb ten jest przeznaczony do uzytku przez personel przeszkolony w procedurach wspomaganego rozrodu. Procedury
te obejmujg sposéb wykorzystania wyrobu zgodnie z jego przeznaczeniem.

Osrodek uzytkownika, w ktérym stosowany jest ten wyréb, odpowiada za zachowanie identyfikowalnosci produktu i musi postepowaé
zgodnie z krajowymi przepisami dotyczacymi identyfikowalno$ci, jesli maja one zastosowanie.

Jako dodatkowy $rodek ostrozno$ci podczas procedury przygotowania zaleca sie doktadne sprawdzenie kazdego produktu CryoTip
po wyjeciu go z opakowania. Przed uzyciem produkty CryoTip nalezy obejrze¢ pod odpowiednim powigkszeniem (40x) pod katem
mozliwych uszkodzen (takich jak pekniecia lub ztamania korcowki), ktére mogty wystapi¢ podczas transportu.

Nie uzywa¢ zadnej fiolki z roztworem, ktéra wyglada na uszkodzong, przecieka, jesli w roztworze obecne sg czastki state lub
zmetnienie oraz jesli roztwor zmienit kolor. Zutylizowa¢ produkt zgodnie z obowigzujacymi przepisami.

W celu uniknigcia probleméw zwigzanych z zanieczyszczeniem z produktem nalezy obchodzi¢ sie, stosujac techniki aseptyczne.
Z dostepnej obecnie literatury naukowej wynika, ze wciaz nie jest znany diugoterminowy wptyw witryfikacji na oocyty i zarodki.
Nie korzystac z butelek, w przypadku ktorych sterylne opakowanie zostato naruszone.

UE: Standardowe $rodki zapobiegania zakazeniom wynikajacym z uzywania produktéw leczniczych przygotowanych z ludzkiej
krwi lub osocza obejmuja dobér dawcéw, badania przesiewowe pojedynczych donacji krwi i pul osocza pod wzgledem
swoistych znacznikéw zakazen oraz stosowanie skutecznych krokéw w produkcji w celu inaktywacji/usuwania wiruséw. Mimo
to podczas podawania produktéw leczniczych wyprodukowanych z krwi lub osocza ludzkiego nie mozna catkowicie wykluczy¢
mozliwo$ci przeniesienia czynnikow zakaznych. Odnosi sie to takze do nieznanych lub rozwijajacych sie wiruséw badz innych
patogenow. Nie ma zadnych doniesien o potwierdzonym przeniesieniu wiruséw dla albuminy wytwarzanej w ustalonym procesie,
zgodnie ze specyfikacjami Farmakopei Europejskiej. Zdecydowanie zalecane jest, by kazdorazowo — podczas podawania
pacjentce produktéw firmy Irvine Scientific, LLC zwigzanych z pozywkami do hodowli komérek rozrodczych — zapisa¢ nazwe
i numer serii produktu, aby zachowa¢ powigzanie pomiedzy pacjentka a serig produktu, ktéry otrzymata.

USA: Ten produkt zawiera albumine surowicy ludzkiej (HSA). Materiat pochodzenia ludzkiego uzyty do wyprodukowania tego
produktu byt testowany przy uzyciu zestawdw licencjonowanych przez Agencje ds. Zywnosci i Lekdw oraz okre$lono, ze nie
wykazuje on reakcji na przeciwciata przeciw wirusowi zapalenia watroby typu C (HCV) ani na przeciwciata przeciw ludzkiemu
wirusowi niedoboru odpornosci (HIV). Jednakze zadna z metod testowych nie oferuje catkowitej pewnosci, ze produkty pochodzenia
ludzkiego nie sq zakazne. Ze wszystkimi produktami pochodzenia ludzkiego nalezy postgpowac tak, jakby mogty przenie$¢ one
zakazenie, stosujac uniwersalne $rodki ostrozno$ci. Dawcy tych materiatéw zrodtowych zostali takze przebadani na obecnosé
choroby Creutzfeldta-Jacoba (CJD).

PRZECIWWSKAZANIE
Produkt zawiera siarczan gentamycyny. Nalezy zastosowa¢ odpowiednie $rodki ostrozno$ci w celu upewnienia sig, ze pacjentka
nie jest uczulona na tego rodzaju antybiotyk.
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ROMANA

AVERTIZARE UE: Numai pentru uz profesional.

INDICATII DE UTILIZARE

Vit Kit-Freeze este destinat utilizarii in proceduri de reproducere asistata pentru vitrificarea si depozitarea ovocitelor umane
(MI1), a zigotilor pronucleari (PN) pentru embrioni in stadiul de clivaj pana in ziua 3 si embrioni in stadiul de blastocist. Aceasta
trusa a fost proiectata pentru utilizare cu CryoTip (Catalog #40709) si Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) pentru recuperarea
optima a specimenelor.

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

Equilibration Solution-ES este o solutie tamponaté cu HEPES de Medium-199 care contine sulfat de gentamicina, 7,5 % (v/v)
atat de DMSO, cét si de etilenglicol si 20 % (v/v) de Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification Solution-VS este o solutie tamponaté cu HEPES de Medium-199 care contine sulfat de gentamicind, 15 % (v/v) atat
de DMSO, cét si de etilenglicol si 20 % (v/v) de Dextran Serum Supplement (DSS) si 0,5 M sucroza.

DSS este un supliment proteic care consta in 50 mg/ml de albumind sericd umana (HSA) de puritate terapeutica si 20 mg/ml
de dextran. DSS este utilizat la 20 % (v/v) in Vit Kit-Freeze pentru o concentratie finala de 10 mg/ml de HSA si 4 mg/ml de dextran.
Aceste doua solutii vor fi folosite in ordinea corespunzatoare, conform protocolului etapizat de vitrificare a micropicaturilor.

COMPOZITIE

Saruri si ioni Prolina Altul Bisulfit de sodiu
Clorura de sodiu Tirozind Sulfat de adenina Acid folic
Fosfat de sodiu Alanina Deoxiriboza Alfa-tocoferol
Clorura de potasiu Acid aspartic Riboza Antibiotice
Sulfat de magneziu Acid glutamic Guanina Wdegentamiciné
Acetat de sodiu Izoleucina Uracil . .
Clorura de calciu Leucina Xantina w
Clorura de colina Metionind Timina ﬁg;?jla
Azotat de fier Fenilalanina Hipoxantina
Solutie tampon Serind Adenozina Proteindg .
Carbonat acid de sodiu Treonina Vitamine si minerale Albuming sericd umané
HEPES Triptofan Calciferol Crioprotector
i p Valing Acid ascorbic Dextran

::dlcator f Hidroxiproling Acid aminobenzoic Zaharoza

osu de fenol Cisting o i i

. Acid nicotinic Etilen-glicol
w Cistein Amida de acid nicotinic Dimetilsulfoxid
GI?ciné Antioxidant Acid pantotenic Apd
Histiding Glutation Riboflavina Calitate WFI (water for
Lizing Tllarrlnr]a injection - apa pentru
Biotina preparate injectabile)
Piridoxina

ASIGURAREA CALITATII

Solutiile din Vit Kit-Freeze sunt filtrate prin membrana si prelucrate aseptic conform unor procese de fabricatie validate.
Fiecare lot de Vit Kit-Freeze este supus urmatoarelor teste:
Solutii si paiete CryoTip.
Endotoxind prin metoda Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (0,6 EU/mI)
Analiza embrionului de soarece (o celuld) (280 % blastocist expandat)
Sterilitatea prin testul de sterilitate actual prevazut de Farmacopeea Americana <71> (reusit)
Toate rezultatele se inregistreaza intr-un Certificat de analiza separat pentru fiecare lot, care este disponibil la cerere.

MATERIALE CARE SUNT NECESARE, DAR NU SUNT INCLUSE

+ lrvine Scientific, LLC CryoTip (Catalog #40709) sau paieta HSV (Catalog #25246-25251) sau Cryolock™
(Catalog #CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Irvine Scientific, LLC conector (Catalog #40736) sau alt adaptor

+ Vase Petri sterile (50 X 9 mm, Falcon 351006 sau echivalent)

+ Criotuburi (4,5 ml) sau cupe si tije Cryocane

+ Mediu de culturd Modified HTF - HEPES (Catalog #90126), suplimentat cu proteine

+ Hialuronidaza (Catalog #90101)

+ Manusi de unicé folosinta

+ Seringa Hamilton GASTIGHT® (50 uL, Catalog #80901) sau alt instrument de aspirare

+ Pipete de transfer (pipete Pasteur din sticld sau varfuri de micropipete cu un diametru interior al varfului de ~200 pm)

+ Cleste sau penseta

+ Dispozitiv pentru sigilare termica cu impulsuri

+ Dispozitiv de sigilare SYMS pentru paiete HSV
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+ Cronometru sau temporizator
+ Rezervor de azot lichid (recipient Dewar sau din polistiren cu capac, volum 1-2 )
+ Azot lichid (volum suficient pentru a obtine o adancime de 4 inchi (10 cm) in rezervor)

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE
Componente Vit Kit-Freeze (la fiecare aplicatie):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pl pentru Protocolul de vitrificare a ovocitelor
sau
50 pl pentru Protocolul de vitrificare a embrionilor
+ Vitrification Solution (VS):
50 pl pentru protocolul de vitrificare
+ 1 paieta CryoTip sau HSV sau Cryolock (depoziteaza pana la 2 specimene)
+ 1 conector

PROTOCOLUL DE VITRIFICARE:

NOTA: Procedurile se vor realiza la temperatura camerei (20-27 °C). NU folositi placa incélzits a microscopului pentru procedurile

de mai jos. AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului la lumina in timpul echilibrérii in solutiile ES si VS.

1. Aducetila temperatura camerei (20-27 °C) cantitatea de ES si VS pe care o veti folosi. NOTA: Evitati aducerea la temperatura
camerei in mod repetat a fiolelor intregi de ES si VS, cand este nevoie de o parte din solutie de fiecare data. Este mai bine
sa repartizati in parti alicote cantitatea pe care o veti folosi si sa readuceti fiolele la 2-8 °C imediat dupa repartizarea in parti
alicote. Modified HTF (HEPES) cu proteine este de asemenea necesar in protocolul de vitrificare a ovocitelor.

2. Umpleti rezervorul de azot lichid cu azot lichid (suficient pentru a obtine 0 adancime de 4 inchi (10 cm) sau pentru a scufunda

criotubul complet pe tijé) si asezati-l aproape de microscop. Atasati un criotub sau o cupa (féra capac) de clema de jos

a tijei Cryocane si scufundati Tn azot lichid in pregatirea pentru depozitarea specimenelor vitrificate.

Stabiliti cate specimene trebuie vitrificate.

Etichetati fiecare vas Petri steril (sau capac) si dispozitivul de depozitare criogenica cu informatiile necesare.

Résturnati usor fiecare fiola de ES si VS de doua ori pentru a amesteca continutul inainte de utilizare.

6. Pregatiti vasul cu picéturi de solutii pentru Procedura de vitrificare, dupa cum urmeaza:

A. Protocolul de vitrificare a OVOCITELOR (MII):
NOTA 1: Ovocitele recoltate urmeaza sa fie denudate cu hialuronidaza pentru a confirma ca sunt MII.

NOTA 2: Consultati Sectiunea B pentru protocolul de vitrificare a embrionilor.

1. Distribuiti aseptic cate o picatura de 20 ul de mediu de culturd, Modified HTF - HEPES cu proteine si ES, aproape una
de cealaltd, pe un capac intors al unui vas Petri steril, asa cum se arata in figura 1, si asezati vasul pe placa microscopului:
+ o picatura de 20 pl de Modified HTF (HEPES cu proteine)

+ trei picaturi de 20 pl (60 pl in total) de ES (ES1, ES2, ES3)

2. Scoateti vasul de cultura care contine ovocitele MIl din incubator si verificati calitatea specimenelor la microscop. Daca este
posibil, selectati doar ovocitul/ovocitele din stadiul MIl de cea mai buna calitate.

AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului/specimenelor la lumind in timpul echilibrarii in picaturile
de H, ESsi VS.

3. Transferati ovocitele (maximum 2 in acelasi timp) cu un volum minim de mediu din vasul de culturd (in incubator) in picatura
de 20 pl de H si lasati un minut.

4. nglobati picatura de H in ES1 (vezi fig. 1, sigeata 1) cu varful unei pipete de transfer si permiteti amestecul spontan
al celor doua solutii timp de 2 minute.

5. Apoi inglobati picatura de ES2 (sageata 2) in picaturile inglobate anterior si lasati timp de 2 minute.

6. Transferati ovocitul/ovocitele cu un volum minim de solutie din picatura inglobatd in picatura de ES3 si lasati timp
de 6-10 minute. Nota: echilibrarea ovocitului/ovocitelor in ES3 este completa atunci cand grosimile zonei pellucida si spatiului
perivitelin sunt egale. Ovocitul/ovocitele se vor depune la fundul picaturii in 3 minute.

7. In timpul perioadei de echilibrare in ES3:

Distribuiti aseptic o (1) picatura de 50 pl de VS timp de 2 minute inainte de finalizarea echilibrarii si pregatiti paieta CryoTip

(fig. 3), paieta HSV (fig. 4) sau Cryolock (fig. 5) pentru incarcare:

NOTA: Verificati cu atentie dispozitivul de vitrificare si varful nainte de a incepe procedura

+ CryoTip: conectati-va la seringa Hamilton sau la un instrument de aspirare adecvat folosind un conector sau un adaptor
pentru a asigura o sigilare ermetica. NOTA: Tineti mansonul metalic de protectie peste varful fin fragil pentru a-l proteja
pana cand este gata de incarcarea specimenelor.

+ Paieta HSV: conectati capatul mai lung al dispozitivului de inserare din plastic albastru la capatul colorat al tijei
de manevrare.

+ Cryolock: detasati capacul.

8. Urmatorii pasi (9-13) trebuie efectuati in 80-110 secunde. AVERTIZARE: Expunerea specimenelor la VS trebuie limitata
pentru prevenirea citotoxicitatii. Specimenul/specimenele tind sé pluteasca in VS, asa ca ajustati focalizarea microscopului
pentru a pastra o vizualizare continua in timpul expunerii i tineti varful pipetei de transfer in apropiere pentru a asigura
transferul rapid ntre picaturi VS. Consultati figura 6.

9. Dupa ce echilibrarea in ES este finalizata, extrageti o cantitate de ES in pipeta de transfer si transferati specimenul/
specimenele cu un volum minim din picatura de ES in picatura de VS si lasati-le timp de 30 de secunde.

oo
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10. Incarcati si sigilati termic paieta CryoTip dupa cum urmeaza (vezi figura 7a):

+ Glisati mansonul metalic de protectie de-a lungul paietei CryoTip pentru a expune capatul varfului fin fragil.

+ intimp ce manevrati paieta CryoTip si seringa Hamilton si observati la microscop, aspirati cu atentie un volum redus
de VS pénd la gradatia 1 de pe CryoTip.

+ Continuati sa observati la microscop si aspirati usor specimenul cu VS pané la gradatia a 2-a de pe CryoTip.

+ Acum observati paieta CryoTip direct si aspirati mai multa VS pana la gradatia a 3-a.

+ Specimenul trebuie sa fie pozitionat intre gradatia a 2-a si gradatia a 3-a.

+ Sigilati termic (sigiliul 1) paieta CryoTip in dreptul gradatiei 1 (sau imediat sub ea) si glisati din nou mansonul de protectie
in jos pentru a acoperi si proteja varful fin fragil.

. indepértagi cu atentie paieta CryoTip de pe instrumentul de aspirare si adaptor, apoi sigilati termic (sigiliul 2) capatul gros
al paietei CryoTip deasupra gradatiei a 4-a.

+ Scufundati paieta CryoTip acoperitd direct in azotul lichid (ritm de récire 12,000 °C/min) (vezi figura 7b).

Incércati si sigilati paieta HSV dupa cum urmeaza:

+ Folosind o micropipeta, depuneti cu atentie specimenul/specimenele in santul tijei capilare la 1 mm de capét. Picatura
care contine specimenul/specimenele trebuie sa fie mai putin de 0,5 pl. Se vor folosi maximum 2 ovocite sau embrioni
pentru fiecare tija capilara.

+ Introduceti imediat tija capilara si dispozitivul de manevrare in paieta si impingeti pAné cand portiunea dreptunghiulara
a dispozitivului de manevrare vine in contact cu capatul evazat al paietei.

+ Strangeti usor paieta intre degetul mare si cel aratator si indepartati dispozitivul de inserare.

+ Intimp ce tineti paieta fix, sigilati capatul deschis folosind un dispozitiv de sigilare SYMS.

+ Tineti paieta cu ajutorul unei pensete in zona tijei de manevrare.

+ Scufundati rapid toatd paieta in LN, vertical. Agitati usor paieta in LN, pentru cateva secunde, pentru a evita formarea
unui strat izolant de bule de aer in jurul paietei.

Tncércati Cryolock dupé cum urmeaza:

+ Folosind o micropipeta, incércati cu atentie maximum 2 specimene pe suprafata concava a varfului (pe partea cu logoul
Cryolock) la aproximativ 3 mm (1/8 inchi) de marginea varfului (utilizati marcajul negru ca referinta), indepartand orice
exces de solutie crioprotectoare Iasand un volum de medii de vitrificare cat mai mic posibil (<1 pL).

+ Optiunea A: Imediat si inainte de a scufunda Cryolock in LN,, introduceti cu atentie varful in capac rasucind pana
la fixare.

+ Optiunea B: Scufundati imediat vérful si capacul sub LN,. Asteptati oprirea formérii de bule pentru a permite echilibrarea.
Introduceti cu atentie varful in capac, rasucind suficient pentru fixare.

NOTA: Optiunea B nu a fost aprobata pentru a fi utilizata in S.U.A.
+Scufundati rapid Cryolock in azot lichid.
NOTA: Depozitati intotdeauna Cryolock cu capacul in jos.

11. Asezati paieta CryoTip, paieta HSV sau Cryolock vitrificate in criotubul sau cupa scufundate in LN, (pe tija Cryocane).
Acoperiti criotubul (sau cupa) cu un capac sau uniti-l cu fata in jos cu un alt criotub féra capac pentru a fixa dispozitivul
vitrificat Tn azot lichid.

12. Mutati rezervorul cu LN, aproape de congelatorul criogenic cu LN, si transferati tija Cryocane impreuna cu continutul sau
n congelatorul criogenic pentru depozitare pe termen lung.

B. EMBRIONI (PN pana la blastocist):
Protocolul de vitrificare:
1. Distribuiti aseptic o (1) picatura de 50 ul de ES pe un capac intors al unui vas Petri.
2. Scoateti vasul de cultura cu embrionul/embrionii din incubator si verificati calitatea specimenului/specimenelor la microscop.
Dacé este posibil, selectati doar embrionul/embrionii de cea mai buné calitate.
3. Transferati cu atentie specimenul (maximum doua in acelasi timp) cu un volum minim de mediu din vasul de cultura
in picatura de ES si porniti temporizatorul.
Embrionii ar trebui s& se echilibreze in picatura de ES usor, prin cadere libera, timp de 6-10 minute.
Nota: Specimenul se va contracta si apoi va reveni treptat la dimensiunea initiald, ceea ce arata ca echilibrarea s-a finalizat.
AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului/specimenelor la lumina in timpul echilibrérii in picéturile
de ES si VS.
4. n timpul perioadei de echilibrare in ES:
+  pregatiti o picatura de 50 pl de solutie VS, asa cum se arata in fig. 8, si pregatiti paieta CryoTip, paieta HSV sau Cryolock
pentru incarcare.
Urmati protocolul descris mai sus (Sectiunea A - Protocolul de vitrificare a ovocitelor [MII]), pasii 9 - 12, pentru expunere la solutiile
VS, incércarea paietei CryoTip, a paietei HSV sau a Cryolock, scufundare in LN, si depozitare pe termen lung.
Pentru detalii suplimentare privind folosirea acestor produse, fiecare laborator trebuie s isi consulte propriile proceduri
si protocoale, care au fost elaborate si optimizate special pentru programul dvs. medical individual.

INSTRUCTIUNI PENTRU PASTRARE $I STABILITATE

Pastrati fiolele nedeschise refrigerate la temperaturi intre 2 si 8 °C. Cand sunt depozitate conform instructiunilor, solutiile Vit
Kit-Freeze sunt stabile pana la data expirarii indicata pe etichetele fiolelor.

Nu folositi mediile mai mult de opt (8) s&ptamani odata ce recipientele au fost deschise.

Deoarece in produs este prezent material din surse umane, el poate forma o anumita cantitate de urme de particule in cursul
depozitarii. Nu se cunoaste ca aceste urme de particule sa aiba efect asupra performantei produsului.
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PRECAUTII $1 AVERTISMENTE

Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat de catre personal instruit in proceduri de reproducere asistata. Aceste proceduri
includ intrebuintarea pentru care este conceput acest dispozitiv.

Institutia care utilizeaza acest dispozitiv este responsabila pentru mentinerea trasabilitatii produsului si trebuie s& respecte normele
nationale referitoare la trasabilitate, cand este cazul.

Ca masura de precautie suplimentara in timpul procedurii de pregatire, recomandam verificarea atentd a fiecarei paiete Cryotip
la scoaterea din ambalaj. Inainte de utilizare, paietele CryoTip ar trebui verificate sub marire corespunzatoare (marire 40x) pentru
a se depista posibilele deteriorari (cum ar fi rupturile sau crapaturile varfului) care este posibil sa se fi produs in timpul transportului.
Nu utilizati fiole de solutie care prezinta deteriorari, scurgeri, urme de particule in suspensie, care este tulbure sau si-a modificat
culoarea. Eliminati produsul in conformitate cu reglementérile aplicabile.

Pentru a evita problemele legate de contaminare, manevrati folosind tehnici aseptice.

In prezent, literatura de specialitate arata ca efectele pe termen lung ale vitrificarii asupra ovocitelor si embrionilor raméan
necunoscute.

Nu utilizati niciun flacon al carui ambalaj steril a fost deteriorat.

UE: Méasurile standard de prevenire a infectiilor care apar din cauza folosirii produselor medicinale preparate din sdnge uman
sau plasma umana presupun selectarea donatorilor, analizarea donatiilor individuale si a bancilor de plasmé pentru depistarea
markerilor specifici de infectii si includerea unor etape de fabricatie eficiente pentru anihilarea/eliminarea virusurilor. In ciuda
acestora, cand se administreaza produse medicale preparate din sdnge uman sau plasma umana, posibilitatea de a se transmite
agenti infectiosi nu poate fi exclusa in totalitate. Acest lucru este valabil si pentru virusurile necunoscute sau noi si alti agenti
patogeni. Nu s-au raportat cazuri de transmitere doveditad de virusuri prin albumina fabricatd prin procedee conventionale
in conformitate cu specificatiile Farmacopeei Europene. Recomandam insistent ca, de fiecare daté cand se administreaza unui
pacient produse de tip medii de culturd pentru proceduri de reproducere Irvine Scientific, LLC, s& se consemneze numele si
numarul de lot al produsului, pentru a mentine o legatura intre pacient si lotul produsului.

SUA: Acest produs contine albumina serica umana (HSA). Materialul din surse umane folosit la fabricarea acestui produs a fost
testat cu ajutorul truselor autorizate de FDA (Food and Drug Administration - Agentia pentru alimente si medicamente) si s-a
constatat ca nu este reactiv la anticorpii impotriva virusului hepatitei C (HCV) si la anticorpii impotriva virusului imunodeficientei
umane (HIV). Cu toate acestea, nicio metoda de testare nu oferd siguranta deplind ca produsele derivate din surse umane nu sunt
infectioase. Manevrati toate materialele din surse umane ca si cum ar putea s& transmité infectii, aplicind masurile de precautie
general valabile. Donatorilor de materiale sursa le-au fost efectuate analize si pentru depistarea bolii Creutzfeldt-Jakob (CJD).

CONTRAINDICATII
Produsul contine sulfat de gentamicind. Trebuie luate masurile de precautie adecvate pentru a va asigura ca pacientul nu este
alergic la acest antibiotic.
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SVENSKA

EU - OBS! Endast for professionellt bruk.

INDIKATIONER

Vit Kit-Freeze ar avsett att anvéndas fér procedurer for assisterad befruktning, for vitrifiering och lagring av humana oocyter (Mll),
prokarna-zygoter (PN) t.o.m. embryon i klyvningsfas dag 3 och embryon i blastocyststadium. Detta kit &r utformat fér anvéndning
med CryoTip (katalognr 40709), och Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) for optimal aterhamtning av preparat.
PRODUKTBESKRIVNING

Equilibration Solution-ES ar en HEPES-buffrad 16sning av Medium-199 innehallande gentamicinsulfat, 7,5 % (v/v) av saval
DMSO som etylenglykol, samt 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification Solution-VS &r en HEPES-buffrad I6sning av Medium-199 innehallande gentamicinsulfat, 15 % (v/v) av saval DMSO
som etylenglykol, 20 % (v/v) DSS samt 0,5 M sukros.

DSS é&r en proteintillsats bestaende av 50 mg/ml humant serumalbumin (HSA) av terapeutisk kvalitet samt 20 mg/ml dextran.
DSS anvands vid 20 % (v/v) i Vit Kit-Freeze for en slutlig koncentration pa 10 mg/ml HSA och 4 mg/ml dextran.

Dessa tva Idsningar ska anvandas i ordningsféljd enligt protokollet for stegvis vitrifiering av mikrodroppar.

SAMMANSATTNING

Salter och joner Prolin Ovrigt Pyridoxin
Natriumklorid Tyrosin Adenosinsulfat Natriumbisulfit
Natriumfosfat Alanin Deoxiribos Folsyra
Kaliumklorid Asparaginsyra Ribos Alfa-tokoferol
Magnesiumsulfat Glutaminsyra Guanin Antibiotika
Natriumacetat Isoleucin Uracil Gentamicinsulfat
Kalciumklorid Leucin Xantin Energisubstrat
Kolinklorid Metionin Tymin ﬂ?s—
Ferrinitrat Fenylalanin Hypoxantin Inositol
Buffert Serin Adenosin .
Natriumbikarbonat Treonin Vitaminer och mineraler Erotein )
HEPES \T/r’l'.pmfa” Kalciferol Humant serumalbumin
indi alin Askorbinsyra Kryoprotektant
M Hydroxiprolin Aminoben};oes ra Dextran
enolrott Cysti - Y
. ystin Nikotinsyra Sukros
Aminosyror Cystein Niacin Etylenglykol
gig'cr:r']n Antioxidant Pantotensyra Dimetylsulfoxid
HiZti i Glutation Rlibof.lavin Vatten
Lysin TllafT.Nn Vatten for injektion (WFI)
Biotin
KVALITETSSAKRING

Ldsningarna i Vit Kit-Freeze ar membranfiltrerade och aseptiskt bearbetade enligt validerade tillverkningsforfaranden.
Varje lot Vit Kit-Freeze utsatts for foljande tester:
Ldsningar och CryoTip.
Endotoxin, med anvéndning av LAL-metod (Limulus Amebocyte Lysate) (< 0,6 EU/mI)
Analys av musembryo (en cell) (= 80 % expanderad blastocyst)
Sterilitet via aktuellt USP-sterilitetstest <71> (godkand)
Alla resultat rapporteras pa ett lotspecifikt analyscertifikat (Certificate of Analysis) som fas pa begaran.

MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (katalognr 40709) eller HSV-stra (katalognr 25246-25251) eller Cryolock™
(katalognr CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC sprutkoppling (katalognr 40736) eller annan adapter

+ Sterila petriskalar (50 X 9 mm, Falcon 351006 eller motsvarande)

+ Kryordr (4,5 ml) eller -burkar och hallare for kryorér

+ Modified HTF - HEPES (katalognr 90126) odlingsmedium med proteintillsats

+ Hyaluronidas (katalognr 90101)

+ Engangshandskar

+ Hamilton GASTIGHT® spruta (50 ul, katalognr 80901) eller annat aspireringsinstrument

+ Transferpipetter (glaspipetter med utdragen spets eller mikropipettspetsar med en inre spetsdiameter pa cirka 200 pm)

+  Pincett eller tang

+ Varmeforseglare

+ SYMS forseglare for HSV-stra

+ Tidtagarur eller timer

+ Behallare med flytande kvave (forvaringsbehallare eller cellplastbehallare med lock, volym 1-2 1)

+ Flytande kvave (av tillracklig volym for att astadkomma ett djup pa 4 tum (10 cm) i behallaren)
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BRUKSANVISNING
Vit Kit-Freeze-komponenter som kravs (per applikation):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pl for oocytvitrifieringsprotokoll
eller
50 pl f6r embryovitrifieringsprotokoll
+ Vitrification Solution (VS):
50 pl for vitrifieringsprotokollet
+ 1 CryoTip eller HSV-stra eller Cryolock (forvarar upp till 2 preparat)
+ 1 sprutkoppling
VITRIFIERINGSPROTOKOLL:
ANM: Procedurerna maste utforas vid rumstemperatur (20-27 °C). Uppvarmt korsbord pa mikroskop far INTE anvandas till
féljande procedurer. FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparaten for ljus under ekvilibrering i ES- och VS-lésningarna.

1. Lat de volymer av ES och VS som ska anvandas uppna rumstemperatur (20-27 °C). ANM: Undvik att upprepade ganger
lata hela ampullerna med ES och VS uppna rumstemperatur nar bara en del av I6sningen behdvs varje gang. Det ar battre
att alikvotera den volym som ska anvandas och genast sétta tillbaka ampullerna i kylskapet vid 2-8 °C efter alikvotering.
Modified HTF (HEPES) med protein krévs ocksa for oocyt-vitrifieringsprotokollet.

2. Fyll behallaren for flytande kvave med flytande kvéve (tillrackligt for att astadkomma ett djup pa 4 tum (10 cm) eller sa att

kryoréren pa hallaren &r helt nedsénkta) och placera den nara intill mikroskopet. Satt fast kryororet eller -burken (utan lock)

pa den nedersta klamman pa en hallare for kryordr och sank ned hallaren i det flytande kvavet for att forbereda lagringen
av de vitrifierade preparaten.

Bestdm hur manga preparat som ska vitrifieras.

Mark varje steril petriskal (eller lock) och kryoférvaringsenheten med nddvandig information.

Vand varje ampull med ES och VS varsamt tva ganger for att blanda innehallet fore anvandning.

Forbered en skal med droppar av l6sning for vitrifieringsproceduren pa féljande satt:

A. Protokoll for vitrifiering av OOCYT (Mll):

ANM 1: Uttagna oocyter ska denuderas med hyaluronidas for att bekrafta att de ar Mil.

ANM 2: Se avsnitt B for embryovitrifieringsprotokoll.

1. Dispensera aseptiskt en 20 pl-droppe av odlingsmedium, Modified HTF — HEPES med protein, och ES nara intill varandra
pa ett upp-och-nedvant sterilt petriskallock, s& som visas i figur 1, och placera skalen pa mikroskopets korsbord:

+ en 20 pl-droppe Modified HTF (HEPES med protein)

+ tre 20 pl-droppar (sammanlagt 60 pl ) ES (ES1, ES2, ES3)

2. Tautodlingsskalen med Mll-oocyter fran inkubatorn och kontrollera preparatens kvalitet under mikroskop. Valj endast stadie
MIl-oocyt(er) av bésta kvalitet, nar sa ar mojligt.

FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparatet(-en) for ljus under ekvilibrering i H-, ES- och VS-dropparna.

3. For dver oocyten (hdgst tva pa en gang) med en minimal volym medium fran odlingsskalen (i inkubatorn) till 20 pl-droppen
H och lat sta i en minut.

4. For ihop H-droppen och ES1-droppen (se figur 1, pil 1) med hjélp av transferpipettens spets och lat de tva lésningarna
blandas spontant under 2 minuter.

5. For sedan ihop ES2-droppen (pil 2) med de redan sammanforda dropparna och lat sta i 2 minuter.

6. For dver oocyten(-erna) med en minimal volym I8sning fran den sammanférda droppen till ES3-droppen och lat sta
i 6-10 minuter. Anm: Ekvilibreringen av oocyten(-erna) i ES3 ar fullbordad nér zona pellucida och det perivitellina rummet
har samma tjocklek. Oocyten(oocyterna) sjunker till botten av droppen inom 3 minuter.

7. Under ekvilibreringsperioden i ES3:

Dispensera aseptiskt en (1) 50 ul-droppe VS 2 minuter fore fullsténdig ekvilibrering och forbered CryoTip (figur 3), HSV-straet

(figur 4) eller Cryolock (figur 5) fér laddning:

ANM: Undersok vitrifieringsenheten och spetsen noggrant innan proceduren paborjas.

+ CryoTip: Anslut den till Hamilton-sprutan eller [ampligt aspireringsinstrument med hjalp av en sprutkoppling eller adapter
sa att en tat forsegling sakerstalls. ANM: Lat metallskyddet sitta kvar dver den fina utdragna spetsen sa att den skyddas
tills det ar dags att ladda preparaten.

+ HSV-stra: Anslut den langre anden pa den bla inféringsenheten av plast till hanteringsstavens fargade ande.

+ Cryolock: Ta av locket.

8. Foljande steg (9-13) ska utféras inom 80-110 sekunder. FORSIKTIGHET! Fér att férhindra cytotoxicitet ska preparatens
exponering for VS begransas. Preparat tenderar att flyta i VS, sa justera mikroskopets fokus sa att kontinuerlig visualisering
bibehalls under exponeringen och hall transferpipettens spets i narheten sa att snabb dverflyttning mellan VS-dropparna
sékerstalls. Se figur 6.

9. Efter avslutad ekvilibrering i ES, dra upp lite ES i transferpipetten och dverfdr preparatet(n) med minimal volym fran
ES-droppen till VS-droppen och lat det(dem) ligga i 30 sekunder.

10. Ladda och vérmeforsegla CryoTip pa foljande satt (se figur 7a):

+  Skjut skyddshylsan av metall utmed CryoTip sa att den fina, skéra spetsdnden exponeras.

+ Hantera CryoTip och Hamilton-sprutan under observation under mikroskopet och aspirera omsorgsfullt en liten volym
VS till markering 1 pa CryoTip.

+ Fortsatt att observera forfarandet under mikroskopet och aspirera forsiktigt preparatet med VS till markering 2 pa CryoTip.

+ laktta nu CryoTip direkt och aspirera mer VS till markering 3.

o0k~ w
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+ Preparatet maste vara placerat mellan markering 2 och markering 3.

+ Varmeforsegla (forsegling 1) CryoTip vid (eller strax nedanfér) markering 1 och for ned skyddshylsan igen sa att den
fina, skdra spetsen tacks och skyddas.

+ Avlagsna forsiktigt CryoTip fran aspireringsinstrumentet och adaptern och varmeforsegla sedan (férsegling 2) CryoTips
breda ande ovanfdr markering 4.

+ Sank ned den tackta CryoTip direkt i flytande kvave (kylningshastighet pa =12 000 °C/min) (se figur 7b).

Ladda och forsegla HSV-straet pa foljande satt:

+ Anvand en mikropipett till att forsiktigt deponera preparatet(n) i faran pa kapillarroret 1 mm fran anden. Droppen med
preparatet(n) maste vara mindre an 0,5 pl. Hogst 2 oocyter eller embryon per kapillarror.

+ Placera omedelbart kapillarroret och inféringsenheten i straet och skjut in tills inféringsenhetens rektangulara del
ar i kontakt med straets utsvangda ande.

+  Klam straet Iatt mellan tummen och pekfingret och avlagsna inféringsenheten.

+ Hall straet pa plats och forsegla den 6ppna &nden med en SYMS-férseglare.

+ Hall strdet med en pincett i omradet for hanteringsstaven.

+ Sank snabbt ned hela straet vertikalt i flytande kvave. Ror forsiktigt runt straet i det flytande kvéavet under nagra sekunder
for att undvika att det bildas en isolerande luftbubbla runt straet.

Ladda Cryolock pa féljande satt:

+ Anvand en mikropipett till att forsiktigt ladda hogst 2 preparat pa spetsens konkava yta (sidan med Cryolock-logotypen)
cirka 3 mm (1/8 tum) fran spetsens kant (anvand det svarta market som referens) och avldgsna eventuell verflodig
kryoprotektant-l6sning sa att sa liten volym vitrifieringsldsning som mojligt Idmnas kvar (< 1 pl).

+ Alternativ A: For forsiktigt in spetsen i locket genom att vrida ordentligt tills det sitter sakert, omedelbart innan Cryolock
sanks ned i flytande kvave.

+ Alternativ B: Sénk omedelbart ned spetsen och locket under flytande kvéve. Vanta tills bubblandet har upphért for att
medge ekvilibrering. For forsiktigt in spetsen i locket och vrid tillrackligt sa att det sitter sékert.

ANM: Alternativ B &r inte godkant foér anvandning i USA.

+  Sank snabbt ned Cryolock i flytande kvéve.

ANM: Forvara alltid Cryolock med locket vant nedat.

11. Placera det vitrifierade CryoTip, HSV-straet eller Cryolock i kryoréret eller koppen (pa kryorérhallaren) nedsankt i och fyllt
med flytande kvéve. Forslut kryordret (eller koppen) eller satt fast det upp-och-nedvant med ett annat kryorér utan lock sa
att den vitrifierade enheten sitter stadigt i flytande kvave.

12. Flytta behallaren med flytande kvave intill kryofrysen med flytande kvave och éverfér kryorérhallaren med innehall till
kryofrysen for langtidsforvaring.

B. EMBRYON (PN till blastocyst):
Vitrifieringsprotokoll:
1. Dispensera aseptiskt en 50 pl-droppe ES pa ett upp-och-nedvant petriskallock.
2. Ta ut odlingsskalen med embryot(n) ur inkubatorn och kontrollera preparatets(-ens) kvalitet under mikroskop. Valj endast
embryo(n) av basta kvalitet for vitrifiering, nar sa &r mojligt.
3. For omsorgsfullt Gver preparatet (hdgst tva i taget) med en minimal volym medium fran odlingsskalen till ES-droppen och
starta tidtagaren.
Embryona ska ekvilibrera langsamt i ES-droppen genom fritt fall under 6-10 minuter.
Anm: Preparatet kommer att krympa och darefter successivt aterga till sin ursprungliga storlek, vilket anger att ekvilibreringen
ar fullbordad.
FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparatet(-en) for ljus under ekvilibrering i ES- och VS-dropparna.
4. Under denna ekvilibreringsperiod i ES:
+ Dispensera en 50 pl-droppe VS-16sning sa som visas i figur 8 och férbered CryoTip, HSV-straet eller Cryolock for laddning.
Folj protokollet enligt ovan (avsnitt A— Protokoll for vitrifiering av OOCYT (MII)) fran steg 9 t.0.m. 12 for exponering for VS-Iosningar,
laddning av CryoTip, HSV-stra eller Cryolock, nedsénkning i flytande kvave och langtidsforvaring.
For ytterligare information om anvandning av dessa produkter bor varje laboratorium konsultera sina egna laboratorieférfaranden
och -protokoll som utvecklats och optimerats sérskilt fér det egna medicinska programmet.

FORVARINGSANVISNINGAR OCH HALLBARHET

Odppnade ampuller ska forvaras i kylskap vid 2-8 °C.Vid forvaring enligt anvisningarna ar Vitrification Freeze Kit-Idsningarna
hallbara fram till det utgangsdatum som anges pa ampulletiketterna.

Medierna far inte anvandas under langre tid an atta (8) veckor efter att behallarna har dppnats.

Eftersom produkten innehaller material av humant ursprung kan partiklar eventuellt bildas under forvaring. Sadana partiklar har
inte visats utéva nagon effekt pa produktens funktion.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

Denna produkt ar avsedd att anvandas av personal med utbildning i procedurer for assisterad befruktning. Dessa procedurer
innefattar den avsedda tillampning som denna produkt ar avsedd for.

Den institution dar denna produkt anvands ansvarar for att uppratthalla produktens sparbarhet och maste félja nationella férordningar
avseende sparbarhet dar sa ar tillampligt.

Som en extra forsiktighetsatgard under forberedelsen rekommenderas att varje CryoTip undersdks noga nar den tas
ut ur férpackningen. CryoTips ska fore anvandning undersokas i lamplig forstoring (40x) for eventuella skador (t.ex. brott
pa spetsarna eller sprickor) som kan ha uppstatt under transporten.
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Anvénd inga ampuller med 18sning som uppvisar tecken pa skador, lackage, partiklar, grumling eller fargférandring. Kassera
produkten enligt géllande bestdmmelser.

Anvénd aseptisk teknik vid hantering, sa att kontamination undviks.

Enligt aktuell forskningslitteratur &r de langsiktiga effekterna av vitrifiering pa oocyter och embryon fortfarande okanda.

Flaskor vars sterila forpackning inte &r intakt far inte anvéndas.

EU: Standardatgérder for att forhindra infektion orsakad av anvéndning av medicinska produkter framstéllda av humant blod
eller human plasma inkluderar selektion av givare, screening av individuella donerade enheter och plasmapooler for specifika
infektionsmarkdrer samt inforlivande av effektiva tillverkningssteg for inaktivering/avidgsnande av virus. Trots detta kan risken for
6verforing av infektidsa agens vid administrering av medicinska produkter framstallda av humant blod eller human plasma inte
helt uteslutas. Detta géller ven okanda eller nya virus och andra patogener. Det finns inga rapporter om bevisad virusverfdring
via albumin framstallt genom etablerade forfaranden enligt den europeiska farmakopéns specifikationer. Det rekommenderas
starkt att anteckna produktens namn och batchnummer varje gang odlingsmedier for assisterad befruktning fran Irvine Scientific,
LLC administreras till en patient, sa att produktbatchen ifraga kan forknippas med patienten.

USA: Denna produkt innehaller humant serumalbumin (HSA). Humant kalimaterial som anvants vid framstéliningen av denna
produkt har testats med satser licensierade av FDA (Food and Drug Administration i USA), och befunnits vara icke-reaktiva
for antikroppar mot hepatit C (HCV) samt antikroppar mot humant immunbristvirus (HIV). Det finns dock ingen testmetod som
fullstandigt kan garantera att produkter framstéllda av humant kallmaterial inte &r infektidsa. Hantera allt material av humant
ursprung som om det vore smittférande, med anvandning av universella forsiktighetsatgarder. Givarna av kallmaterialet har ocksa
screenats for Creutzfeldt-Jakobs sjukdom.

KONTRAINDIKATIONER
Produkten innehaller gentamicinsulfat. Adekvata forsiktighetsatgéarder ska vidtas for att sékerstélla att patienten inte &r allergisk
mot detta antibiotikum.
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EESTI KEEL

ELi HOIATUS: ainult professionaalseks kasutamiseks.

KASUTUSNAIDUSTUSED

Vit Kit-Freeze on mdeldud kasutamiseks abistatud viljastamisprotseduurides inimese ootsuitide (MIl), pronukleaarsete
(PN) sligootide ning 3. pdeva jagunemisfaasis embriiote ja blastotsisti faasis embriote vitrifitseerimiseks ja séilitamiseks.
See komplekt on mdeldud kasutamiseks koos CryoTipi (kataloogi nr 40709) ja komplektiga Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw)
proovide optimaalseks taastamiseks.

SEADME KIRJELDUS

Equilibration Solution-ES on HEPES-puhverdatud Medium-199 lahus, mis sisaldab gentamiitsiinsulfaati, 7,5% (mahuprotsenti)
nii DMSO-d kui ka etiileengliikooli ja 20% (mahuprotsenti) Dextran Serum Supplementi (DSS).

Vitrification Solution-VS on HEPES-puhverdatud Medium-199 lahus, mis sisaldab gentamiitsiinsulfaati, 15% (mahuprotsenti)
nii DMSO-d kui ka etiileengliikooli ning 20% (mahuprotsenti) DSS-i ja 0,5 M sahharoosi.

DSS on valgulisand, mis koosneb 50 mg/ml raviainena klassifitseeritud inimese seerumi albumiinist (HSA) ja 20 mg/ml dekstraanist.
DSS-i kasutatakse kontsentratsioonis 20% (mahuprotsenti) tootes Vit Kit-Freeze, et saada [dppkontsentratsioon 10 mg/ml HSA-d
ja 4 mg/ml dekstraani.

Neid kaht lahust tuleb kasutada jérjest, sammsammulise mikrotilk-vitrifitseerimisprotokolli kohaselt.
KOOSTIS

Soolad ja ioonid Proliin Muu Pridoksiin
Naatriumkloriid Tirosiin Adeniinsulfaat Naatriumbisulfit
Naatriumfosfaat Alaniin Desokstriboos Foolhape
Kaaliumkloriid Asparagiinhape Riboos Alfatokoferool
Magneesiumsulfaat Glutamiinhape Guaniin Antibiootikumid
Naatriumatsetaat Isoleutsiin Uratsiil Gentamitsiinsulfaat
Kaltsiumkloriid Leutsiin Ksantiin Eneraia substraadid
Koliinkloriid Metioniin Timiin ﬁogos—
Raudnitraat Fendiilalaniin Hupoksantiin Inositool
Puhver Seriin Adenosiin
Naatriumvesinikkarbonaat Treoniin Vitamiinid ja mineraalid Valk ) ;
HEPES \Tlnljptofaan Kaltsiferool Inimese seerumi albumiin

Lindi ajin Askorbiinhape Kriiokaitseaine
{%Fm ?“._d“.’.kS“pm'”” Aminobensoehape Dekstraan

) sustiin Nikotiinhape Sahharoos
minohapped Tsiisteiin Nikotiinamiid Etileenglikool
Glgtsiin Antioksiidant Pantoteenhape Dimettilsulfoksiid
Histidiin Glutatioon Rlibof.l.aviin Vesi
Liisiin TllafT.lllln WFI kvaliteet

Biotiin

KVALITEEDI TAGAMINE
Vit Kit-Freeze'i lahused on membraanfiltreeritud ning tdddeldud aseptiliselt valideeritud téotlemisprotsesside kohaselt.

Iga Vit Kit-Freeze'i partii labib jargmised testid:

lahused ja CryoTipid.
Endotoksiini maaramine limuluse amébotsiiiidi lisaadi (LAL) meetodil (< 0,6 EU/mI).
Hiire embriio analiils (liherakuline, = 80% suurendatud blastotsiist)
Steriilsus kehtiva USP steriilsustestiga <71> (1abitud)

Kdik tulemused on avaldatud konkreetset partiid puudutavas analiiiisisertifikaadis, mida véite soovi korral taotleda.

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID

+ lrvine Scientific, LLC CryoTip (katalooginr 40709) vdi HSV Straw (katalooginr 25246-25251) vdi Cryolock™
(katalooginr CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC Connector (katalooginr 40736) v6i muu adapter

+ Steriilsed Petri tassid (50 X 9 mm, Falcon 351006 v&i samavaarsed)

+  Kriiokatsutid (4,5 ml) v6i keeduklaasid ja kriiopulgad

+ Modifitseeritud HTF-HEPES (katalooginr 90126) s6dde lisatud valguga

+ Hialuronidaas (katalooginr 90101)

+ Uhekorrakindad

+ Hamilton GASTIGHT® siistal (50 l, katalooginr 80901) v6i muu aspireerimisvahend

+ Ulekandepipetid (klaaspipetid vai mikropipettotsakud, mille otsaku siselabimdat on u 200 pm)

+ Pintsetid voi tangid

+  Kilesulgur

+ SYMS-sulgur HSV Straw jaoks
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+  Stopper voi taimer
+ Vedela [Ammastiku néu (Dewar vdi kaanega vahtplastist néu, 1-2 1)
+ Vedel lammastik (piisavalt, et ndus oleks seda 4 tolli (10 cm))

KASUTUSJUHEND

Vit Kit-Freeze'i komponendi nduded (kasutuskorra kohta):

+ Equilibration Solution (ES):

60 pl ootstiltide vitrifitseerimise protokolli jaoks
voi
50 pl embriio vitrifitseerimise protokolli jaoks
+ Vitrification Solution (VS):
50 pl vitrifitseerimise protokolli kohta

+ 1 CryoTip v&i HSV Straw vdi Cryolock (mahutab kuni 2 proovi)

« 1 liitmik

VITRIFITSEERIMISE PROTOKOLL:

MARKUS. Protseduure tuleb teha toatemperatuuril (20-27 °C). ARGE kasutage jargmiste protseduuride tegemiseks soojendusega

mikroskoobialust. ETTEVAATUST! ES-i ja VS-i lahuste tasakaalustamise ajal véhendage proovide kokkupuudet valgusega.

1. Laske kasutatavatel ES-i ja VS-i kogustel jsuda toatemperatuurile (20-27 °C). MARKUS. Kui vajate iga kord vaid osa lahust,
siis arge tooge terveid ES-i ja VS-i viaale korduvalt toetemperatuurile. Parem on kasutatav kogus alikvootida ja viaalid seejarel
tagasi 2-8 °C temperatuurile viia. Ootsuitide vitrifitseerimise protokolli jaoks on vajalik ka modifitseeritud HTP (HEPES)
koos valguga.

2. Taitke vedela lammastiku ndu vedela lammastikuga (piisavalt, et seda oleks 4 tolli (10 cm) sligavuselt voi niipalju,

et krliokatsuti vdi -pulk oleks taielikult kaetud) ning asetage mikroskoobi l&hedusse. Kinnitage kriiokatsuti vdi keeduklaas

(ilma korgita) kriiopulga alumisse hoidikusse ning téstke vedelasse ldmmastikku, et valmistada see vitrifitseeritud proovide

hoidmiseks ette.

Maarake vitrifitseeritavate proovide arv.

Sildistage iga steriilne Petri tass (vdi kaas) ja kriioséilitusvahend vajaliku teabega.

Keerake igat ES-i ja VS-i viaali drnalt kaks korda imber, et sisu enne kasutamist segada.

Valmistage tass lahusetilkadega vitrifitseerimisprotseduuriks jargmiselt ette:

A. 00TSUUTIDE (MII) vitrifitseerimise protseduur:

MARKUS 1. Kogutud ootsiiiidid tuleb puhastada hiialuronidaasiga veendumaks, et tegu on Mil-ga.

MARKUS 2. Embriio vitrifitseerimise protokolli vt Iigust B.

1. Kandke aseptilist tehnikat kasutades 20 pl tilgad sdddet, modifitseeritud HTF-HEPES-t koos valguga ning ES-i Uksteise
ldhedale steriilse Petri tassi tagurpidi kaanele, nagu on naidatud joonisel 1, ja asetage tass mikroskoobialusele:

+  Uks 20 pl tilk modifitseeritud HTF-i (HEPES koos valguga)
+ kolm 20 pl tilka (kokku 60 pl) ES-i (ES1, ES2, ES3)

2. Eemaldage sddtmetass Ml ootsiiiitidega inkubaatorist ja kontrollige proovide kvaliteeti mikroskoobi all. Kui on vdimalik,
valige Uksnes parima kvaliteediga MIl faasi ootstilidid.

ETTEVAATUST! H-, ES- ja VS-tilkade tasakaalustamise ajal vahendage proovi(de) kokkupuudet valgusega.

3. Viige ootsiilit (kuni 2 tk korraga) koos minimaalse s6étmemahuga tassist (inkubaatoris) tiheks minutiks 20 pl H-tilga sisse.

4. Uhendage H-tilk tilekandepipeti otsaku abil ES1-ga (vt joonis 1, nool 1) ning laske kahel lahusel 2 minuti jooksul spontaanselt
seguneda.

5. Seejarel Uhendage ES2 tilk (nool 2) varem (ihendatud tilkadega ja laske 2 minutit seista.

6. Viige ootsiit (ootsiitidid) koos minimaalse koguse lahusega segatud tilgast 6-10 minutiks ES3 tilga sisse. Markus. Ootsiiidi
(ootsiititide) tasakaalustamine ES3 sees on 18ppenud, kui labipaistva voétme ja perivitellinse ruumi paksus on vérdne.
Ootsiilit (ootstiidid) settivad 3 minutiga tilga pdhja.

7. Tasakaalustamise ajal ES3-s.

Jaotage aseptiliselt tiks (1) 50 pl tilk VS-i 2 minutit enne tasakaalustatuse saavutamist ning valmistage laadimiseks ette

CryoTip (jn 3), HSV Straw (jn 4) vdi Cryolock (jn 5).

MARKUS. Vaadake vitrifitseerimisvahend ja otsak enne protseduuri alustamist hoolikalt ile.

+ CryoTip: iihendage Hamiltoni siistla v&i aspireerimistddriistaga liitmiku v&i adapteri abil, et tagada dhutihedus. MARKUS.
Hoidke metallist kattehiilss peenikese otsaku peal, et kaitsta seda seni, kuni see on proovide laadimiseks valmis.

+ HSV Straw: lihendage sinise plastist sisestusseadme pikem ots késitsemisvarda vérvilisse otsa.

+ Cryolock: vétke kork maha.

8. Jargmised sammud (9-13) tuleb teha 80-110 sekundi jooksul. ETTEVAATUST! Proovide kokkupuudet VS-iga tuleb
tsitotoksilisuse drahoidmiseks piirata. Proov(id) kipuvad VS-is hdljuma, seepérast reguleerige mikroskoobi fookust,
et séilitada kokkupuute ajal pidevat nahtavust, ning hoidke Ulekandepipeti otsak kéeparast, et tagada kiire VS-i tilkade
vaheline (leviimine. Vt joonist 6.

9. Kuitasakaalustamine ES-is on Idppenud, siis tdmmake osa ES-ist lilekandepileti sisse ja viige proov(id) minimaalse lisamahuga
ES-i tilgast 30 sekundiks VS-i tilga sisse Ule.

10. Laadige ja kuumsulgege CryoTip jargmiselt (vt joonis 7a).

+ Libistage metallist kattehiilssi mddda CryoTipi Ules, et paljastada peenike habras otsak.
+ CryoTipi ja Hamiltoni stistalt mikroskoobi all jalgides aspireerige ettevaatlikult vaike kogus VS-i CryoTipi kuni tahistuseni 1.
+ Endiselt mikroskoobi all jalgides aspireerige proov drnalt koos VS-iga CryoTipi kuni tahistuseni 2.

o AW
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+ Nitd jalgige CryoTipi vahetult ja aspireerige rohkem VS-i tahistuseni 3.

+ Proovid peavad jadma 2. ja 3. tahistuse vahele.

+ Kuumsulgege (sulgemiskoht 1) CryoTip téhistuse 1 juures (vdi vahetult selle all) ning libistage kattehilss tagasi alla,
et peent habrast otsa katta ja kaitsta.

+ Eemaldage CryoTip ettevaatlikult aspireerimisvahendist ja adapterist ning kuumsulgege (sulgemiskoht 2) CryoTipi
jamedamast otsast, tahistuse 4 kohalt.

+ Laske kaetud CryoTip otse vedela lammastiku sisse (jahutamiskiirus =12 000 °C/min) (vt joonis 7b).

Laad|ge ja sulgege HSV kors jargmiselt.

Asetage proov(id) mikropipetiga kapillaartoru sisse, 1 mm otsast. Proov(e) sisaldav tilk peab olema alla 0,5 pl.
Maksimaalselt 2 ootsiiiti véi embriiot iga kapillaartoru kohta.

+ Asetage kapillaartoru ja késitsemisvahend kdrre sisse ja suruge, kuni kasitsemisvahendi nelinurkne osa on kontaktis
korre laienenud otsaga.

+ Pigistage kort kergelt pdidla ja sormega ning eemaldage sisestusseade.

+ Kort endiselt paigal hoides sulgege avatud ots SYMS-sulguriga.

+ Hoidke kort pintsettidega kasitsemisvarda Idhedal.

+ Laske kogu krs kiirelt vertikaalselt LN, sisse. Segage kort drnalt maned sekundid LN, sees, et hoida éra isoleeriva
Shumullikihi teke korre Gmber.

Laadige Cryolock jargmiselt.

+ Laadige mikropipetiga ettevaatlikult maksimaalselt 2 proovi otsaku ndgusale pinnale (Cryolocki logoga samale poolele)
umbes 3 mm (1/8") otsaku servast (jalgige musta margistust) ja eemaldage liigne krliokaitseaine, jattes vitrifikatsiooniainet
véimalikult vaheses mahus (< 1 pl).

+ Variant A: vahetult enne Cryolocki sukeldamist LN, sisse sisestage otsak hoolikalt korgi sisse ja keerake kindlalt kinni.

+ Variant B: sukeldage otsak ja kork kohe LN, sisse. Oodake tasakaalustamise huvides, kuni mullitamine 13peb. Sisestage
otsak ettevaatlikult korgi sisse ja keerake piisavalt kindlalt kinni.

MARKUS. Varianti B ei ole lubatud kasutada USA-s.

+ Sukeldage Cryolock kiirelt vedellammastiku sisse.
MARKUS. Hoidke Cryolocki alati nii, et kork oleks allapoole.

1. Asetage vitrifitseeritud CryoTip, HSV kdrs v&i Cryolock sukeldatud, LN, téidetud kriiotorusse véi keeduklaasi (kriiopulga
peal). Korkige kriiokatsuti (v&i keeduklaas) vdi kinnitage see tagurpidi teise korkimata kriiokatsutiga, et vitrifitseerimisvahend
vedelas lammastikus paigal pusiks.

12. Tostke LN, ndu LN, kriiokiilmuti Idhedale ja viige kriopulk koos sisuga pikaajaliseks sailitamiseks dle kriokiimutisse.

B. EMBRUOTE (PN - blastotsiist)
Vitrifitseerimise protokoll:
1. Jaotage aseptilist tehnikat kasutades tiks 50 pl ES-i tilk Petri tassi tagurpidi kaanele.
2. Eemaldage séotmetass koos embriio(te)ga inkubaatorist ja kontrollige proovide kvaliteeti mikroskoobi all. Kui vdimalik,
valige vitrifitseerimiseks tiksnes parima kvaliteediga embriio(d).
3. Viige proov (kuni 2 tk korraga) koos minimaalse s66tmemahuga so6tmetassilt ile ES-i tilga sisse ja kaivitage taimer.
Embriiod peavad ES-i tilga sees aeglaselt vabalangemise teel tasakaalustuma 6-10 minutit.
Markus. Proov témbub kokku ja taastab siis aeglaselt oma algsuuruse, mis naitab, et tasakaalustumine on Idppenud.
ETTEVAATUST! ES-i ja VS-i tilkades tasakaalustamise ajal vahendage proovi(de) kokkupuudet valgusega.
4. Tasakaalustamise ajal ES-is:
+ asetage Uiks 50 pl VS-lahuse tilk nii, nagu on ndidatud joonisel 8, ja valmistage laadimiseks ette CryoTip, HSV Straw
v6i Cryolock.
Jargige tlaltoodud protokolli (osa A — ootstutide [MII] vitrifitseerimise protokoll) samme 9 kuni 12 VS-lahuste, CryoTipi,
HSV Straw’ v6i Cryolocki, LN, ja pikaajalise séilitamise kohta.
Lisateabe saamiseks nende toodete kasutamise kohta peavad laborid tutvuma oma protseduuride ja protokollidega, mis on vélja
todtatud ja optimeeritud spetsiaalselt nende individuaalse meditsiiniprogrammi jaoks.

SAILITUSJUHISED JA STABIILSUS

Sailitage avamata viaale kiilmkapis temperatuuril 2-8 °C. Juhistekohasel sailitamisel on Vitrification Freeze Kiti lahused stabiilsed
kuni viaali etikettidel naidatud aegumiskuup&evani.

Arge kasutage soddet ile kaheksa (8) nadala parast anumate avamist.

Kuna tootes sisaldub inimpéritolu materjali, vdivad selles tekkida séilitamisel osakesed. Need osakesed ei p&hjusta teadaolevalt
toote jéudluse muutusi.

ETTEVAATUSABINOUD JA HOIATUSED

See seade on mdeldud kasutamiseks personalile, kes on saanud valjadppe abistatud viljastamisprotseduuride alal.
Need protseduurid hdimavad seadme sihtotstarbelist kasutamist.

Vahendit kasutav asutus vastutab toote jélgitavuse eest ja peab vajaduse korral jargima jalgitavust puudutavaid riiklikke eeskirju.
Lisaettevaatusabinduna ettevalmistusprotseduuril soovitame igat CryoTipi pakendist véljavdtmisel hoolikalt vaadelda.
Enne kasutamist tuleb CryoTipe vaadelda sobiva suurendusega (40x), et tuvastada véimalikud kahjustused (nt otsa murdumine
v8i mérad), mis vdivad olla tekkinud transpordi ajal.

Arge kasutage lahuseviaali, milles on mérgata kahjustusi, lekkeid, osakesi, hagusust véi varvimuutusi. Krvaldage toode kooskdlas
siseriikliku seadusandlusega.
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Saastumise valtimiseks késitsege vahendeid aseptilist tehnikat kasutades.

Praegusel ajal naitab erialane kirjandus, et vitrifitseerimise pikaajalised mdjud ootsiiltidele ja embriiotele on teadmata.

Arge kasutage iihtegi pudelit, mille steriilne pakend on kahjustunud.

EL: inimverest vdi -plasmast valmistatud ravimite manustamisega kaasneva infektsiooniohu valtimiseks kasutatakse
standardmeetmetena mh doonorite valimist, individuaalse doonorvere ja kokkusegatud plasma skriinimist spetsiifiliste
infektsioonimarkerite suhtes ning selliste tootmisprotsesside rakendamist, mis inaktiveeriksid véi havitaksid t6husalt viiruseid.
Hoolimata sellest ei saa inimverest v&i -plasmast valmistatud ravimite manustamisel téielikult valistada infektsioonikandjate
Ulekandumist. See kehtib ka senitundmatute vdi uute viiruste ja teiste patogeenide kohta. Puuduvad téendid viiruse
lilekandumise kohta Euroopa Farmakopda spetsifikatsioonidele vastava tootmisprotsessiga saadud albumiini vahendusel.
Selleks et hoida seost patsiendi ja tootepartii vahel, on tungivalt soovitatav, et iga kord, kui patsiendile manustatakse ettevéttes
Irvine Scientific, LLC toodetud reproduktiivset séddet, margitakse iles toote nimetus ja partii number.

USA: toode sisaldab inimese seerumi albumiini (HSA). Selle preparaadi tootmisel kasutatud inimpéritoluga lahtematerjali
on testitud USA Toidu- ja Ravimiameti (FDA) litsentsitud katsekomplektidega ning on leitud, et need on C-hepatiidi (HCV) antikehade
ja inimese immuunpuudulikkuse viiruse (HIV) antikehade suhtes mittereaktiivsed. Siiski ei taga Ukski testimismeetod téielikult,
et inimpéritoluga tooted on infektsioonivabad. Kaidelge kaiki inimparitoluga l&htematerjale nakkust edastada vdiva materjalina
ja rakendage Uldisi ettevaatusabindusid. Algmaterjali doonoreid on skriinitud ka CJD suhtes.

VASTUNAIDUSTUS
Toode sisaldab gentamiitsiinsulfaati. Tuleb rakendada sobivaid ettevaatusabindusid veendumaks, et patsient ei ole selle
antibiootikumi suhtes litundlik.
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MAGYAR
EU-FIGYELMEZTETES: Kizarolag professzionalis felhasznalasra.

FELHASZNALASI UTASITASOK

A Vit Kit-Freeze asszisztalt reprodukciés eljardsokban valé alkalmazasra szolgal, human petesejtek (MIl), pronuklearis
(PN) zigoétaktol 3 napos, barazdalodasi szakaszban 1évé embridk és blasztociszta stadiumban lévd embridk vitrifikaciojahoz
és tarolasahoz. Ezt a készletet CryoTippel (kataldgusszam: 40709) és vitrifikaciés olvasztasi készletével (Vit Kit-Thaw)
val6 haszndlatra tervezték a mintak optimalis visszanyerése érdekében.

TERMEKISMERTETES

Az Equilibration Solution-ES a Medium-199-nek egy HEPES-sel pufferelt oldata, amely gentamicin-szulfatot, 7,5-7,5% (v/v)
DMSO-t és etilén-glikolt, valamint 20% (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS) készitményt tartalmaz.

AVitrification Solution-VS Medium-199-nek egy HEPES-sel pufferelt oldata, amely gentamicin-szulfatot, 15-15% (v/v) DMSO-t
és etilén-glikolt, 20% (v/v) DSS-t és 0,5 M trehal6zt tartalmaz.

A DSS egy fehérjekiegészité készitmény, amely 50 mg/ml gyégyaszati mindségl human szérumalbuminbél (HSA) és 20 mg/ml
dextranbol &ll. A Vit Kit-Freeze oldat 20% (v/v) DSS-t tartalmaz, amely HSA esetében 10 mg/ml, dextran esetében pedig 4 mg/ml
végsé koncentraciot jelent.

Ezt a két oldatot egymast kdvetéen kell alkalmazni a Iépésekben végrehaijtott mikrocsepp-vitrifikaciés protokolinak megfeleléen.

OSSZETETEL

Sok és ionok Prolin Egyéb Biotin
Natrium-klorid Tirozin Adenin-szulfat Piridoxin
Natrium-foszfat Alanin Dezoxirib6z Natrium-biszulfit
Kalium-klorid Aszparaginsav Ribéz Folsav
Magnézium-szulfat Glutaminsav Guanin Alfa-tokoferol
Natrium-acetat Izoleucin Uracil Antibiotikum
Kalcium-klorid Leucin Xantin Gentamicin-szulfat
Kolin-klorid Metionin Timin Energiaszubsztrétok
Vas-nitrat Fenilalanin Hipoxantin ﬂogz—
Puffer Szerin Adenozin Inozi
Putter . nozitol
Natrium-bikarbonat maotg]l‘gn Vitaminok és asvényi Fehéria
HIIjP'E:'k't VaI’;n _Lg_zglc?fe?(l)‘l Human szérumalbumin
'E""+°' Hidroxiprolin Aszkorbinsav Krioprotektans

enolvoros Ciszti - .

. isztin Aminobenzoesav Dextran
Aminosavak Cisztein Nikotinsav Szachar6z
gﬂlnnm Antioxidans Nikotinsav-amid Etilen-glikol
Hisatidin Glutation Pantoténsav Dimetil-szulfoxid
Lizin Riboflavin Viz
Tiamin Injekcidhoz valé minéségi viz

MINGSEGBIZTOSITAS
A Vit Kit-Freeze oldatai membransziiréssel és aszeptikus technikaval késziiltek, validalt gyartasi eljarasok szerint.
A Vit Kit-Freeze minden egyes tételére elvégzik a kdvetkezd teszteket:
Oldatok és CryoTipek.
Endotoxin limulus amébocita lizatum (LAL) moédszerrel (< 0,6 EU/ml);
Egérembrié-assay (egysejtes) (= 80% kiterjesztett blasztociszta);
Sterilitas a jelenlegi Amerikai Gyogyszerkonyv <71> (Sikeres) sterilitasi vizsgalataval.
Minden eredményrél jelentés késziil egy tételspecifikus analitikai bizonylaton, amely kérésre hozzaférhetd.

SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ANYAGOK

+ lrvine Scientific, LLC CryoTip (katalogusszam: 40709) vagy HSV miszalma (kataldgusszam: 25246-25251)
vagy Cryolock™ (katalégusszam: CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Irvine Scientific, LLC csatlakozd (katalégusszam: 40736) vagy mas adapter

+  Steril Petri-csészék (50 X 9 mm-es, Falcon 351006 vagy azzal egyenértéki)

+ Kriocsovek (4,5 ml-es) vagy kelyhek és cryocane-ek

+ Modified HTF - HEPES (katalégusszam: 90126) taptalaj fehérjével kiegészitve

+ Hialuronidaz (katalégusszam: 90101)

+ Eldobhatd kesztyik

+Hamilton GASTIGHT® fecskendd (50 wl, katalogusszam: 80901) vagy mas felszivoeszkoz

+ Transzferpipettak (huzott iveg pipettak vagy mikropipettahegyek, ~200 um-es belsé hegyatmérdvel)

+ Csipesz vagy fogd

+ Impulzushegesztd

+ SYMS lezaréegység a HSV-miiszalmahoz
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Stopperéra vagy id6zité
Folyékony nitrogénes tartaly (dewar vagy polisztirolhab-tartaly fedéllel, 1-2 I-es térfogat)
Folyékony nitrogén (elegendd mennyiség a tartalyban a 4 hiivelykes (10 cm) mélység eléréséhez)

HASZNALATI UTASITAS
A Vit Kit-Freeze dsszetevokre vonatkozo kdvetelmények (alkalmazésonként):

Equilibration Solution (ES):

60 pl a petesejt-vitrifikacioés protokollhoz

vagy

50 pl az embriévitrifikacids protokollhoz

Vitrification Solution (VS):

50 pl a vitrifikaciés protokollhoz

1 CryoTip, HSV miiszalma vagy Cryolock (legfeljebb 2 minta taroldsahoz)
1 csatlakozd

VITRIFIKACIOS PROTOKOLL: )

MEGJEGYZES: Az eljarasokat szobahdmérsekleten (20-27 °C) kell elvégezni. NE HASZNALJON melegitett mikroszkoptargyasztalt
a kovetkezo eljarasokhoz. VIGYAZAT! Az ES- és V/S-oldatokban torténé kiegyenlités soran minimalizalja a minta fénynek valé
kitettségét.

1.

=R ooRw

Az ES és a VS felhasznalandé mennyiségének homérsékletét allitsa szoba-hdmérsékletire (20-27 °C). MEGJEGYZES:
Ne melegitse fel ismételten szoba-hémérsékletiire a teljes ES- és VS-fiolakat, ha minden alkalommal csak egy része
szilkséges az oldatnak. Javasoljuk, hogy mérje ki a felhasznalandé mennyiséget, és a kimérés utan azonnal tegye vissza
a fiolakat 2-8 °C-ra. A petesejt-vitrifikacids protokollhoz a fehérjével kiegészitett Modified HTF (HEPES) is sziikséges.
Téltse fel a folyékony nitrogénes tartalyt annyi folyékony nitrogénnel, amely elegendd a 4 hivelykes (10 cm) mélység
eléréséhez vagy a cryocane-en talalhat kriocsd teljes alameritéséhez, és helyezze a mikroszkép kdzelébe. Csatlakoztasson
egy kriocsovet vagy (le nem zart) kelyhet egy cryocane alsé fogéjahoz, és meritse folyékony nitrogénbe a vitrifikalt mintak
tarolasanak el6készitéséhez.

Hatarozza meg a vitrifikdlandé mintak szamat.

Cimkézze fel az 6sszes steril Petri-csészét (vagy fedelet) és krio taroldeszkozt a sziikséges informaciokkal.

Ovatosan invertalja kétszer az egyes ES- és VS-fiolakat a tartalmuk hasznalat el6tti 5sszekeveréséhez.

Készitse el6 az oldatcseppeket tartalmazo6 csészéket a vitrifikacios eljarashoz az alabbiak szerint:

PETESEJT (MII) vitrifikacios protokollja:
MEGJEGYZES: A kinyert petesejteket hialuronidazzal le kell csupaszitani Ml allapotuk megerdsitése érdekében.
MEGJEGYZES: Az embriovitrifikacios protokollt lasd a B szakaszban.

Aszeptikusan mérjen ki 20 pl-t a tapkozegbdl, a fehérjével kiegészitett Modified HTF — HEPES oldatbdl és az ES-bél

egymashoz kézel egy steril Petri-csésze megforditott fedelére az 1. abran lathaté modon, majd helyezze a csészét

a mikroszkop targyasztalara:

+ egy 20 pl-es csepp Modified HTF (HEPES, fehérjével)

+ héarom 20 pl-es ES-csepp (ES1, ES2, ES3) (6sszesen 60 pl)

Vegye ki az MIl petesejteket tartalmazd tenyészt6csészét az inkubatorbol, és mikroszkdp alatt ellendrizze a mintak mindségét.

Ha lehetséges, csak a legjobb minéségl Mil stadiumu petesejte(ke)t valassza ki.

VIGYAZAT! A H, ES- és VS-cseppekben tdrténd kiegyenlités soran minimalizalja a minta (mintak) fénynek valé kitettségét.

Helyezze at a petesejtet (egyszerre legfeljebb kett6t) minimalis mennyiségli médiummal az (inkubatorban 1évé)

tenyésztdcsészébdl a 20 pl-es H-cseppbe egy percre.

Egyesitse a H-cseppet az ES1-cseppel (lasd az 1. abrén az 1. nyilat) a transzferpipetta hegyével, és hagyja 2 percig spontan

keveredni a két oldatot.

Ezutan egyesitse az ES2-cseppet (2. nyil) a kordbban egyesitett cseppekkel, és hagyja 2 percig.

Helyezze at a petesejte(ke)t minimalis mennyiségii oldattal az egyesitett cseppb6l az ES3-cseppbe 6-10 percre. Megjegyzés:

A petesejt(ek) ES3-ban torténd kiegyenlitése akkor fejezédik be, amikor a zona pellucida és a perivitellinaris tér vastagsaga

megegyezik. A petesejt (petesejtek) altaldban 3 percen beliil a csepp aljan helyezkedik (helyezkednek) el.

Az ES3-ban torténd kiegyenlités ideje alatt:

Aszeptikusan adagoljon egy (1) 50 pl-es VS-cseppet 2 perccel a teljes kiegyenlités el6tt, és készitse el6 a CryoTipet (3. bra),

a HSV-miiszalmat (4. abra) vagy a Cryolockot (5. abra) a betdltésre.

MEGJEGYZES: Az eljaras megkezdése el6tt gondosan vizsgalja meg a vitrifikacios eszkézt és a hegyet.

+ CryoTip: csatlakoztassa Hamilton-fecskendére vagy a megfelelé felszivoeszkdzre egy csatlakozé vagy adapter segitségével
a szoros zaras érdekében. MEGJEGYZES: Hagyja a fém zaréhengert a finom végen annak védelme érdekében addig,
amig készen nem all a mintak betdltésére.

+ HSV-miszalma: csatlakoztassa a kék miianyag behelyezdeszkdz hosszabb végét a fogantyl szinezett végére.

+ Cryolock: vegye le a kupakot.

A kovetkezé 1épéseket (9-13. 1épés) 80-110 masodperc alatt kell elvégezni. VIGYAZAT! A mintak VS-expoziciéjat

korlatozni kell a citotoxicitds megakadalyozasa érdekében. A mintak altalaban a VS tetején Usznak, ezért ugy éllitsa be

a fokuszt a mikroszképon, hogy az expozici6 soran a vizualizacié folyamatos legyen, és tartsa a transzferpipetta hegyét

a kozelben a VS-cseppek koz6tti gyors atvitel biztositasa érdekében. Lasd a 6. abrat.

Miutan az ES-ben torténd kiegyenlités befejezédott, szivjon fel valamennyi ES-t a transzferpipettaba, és vigye at a minta(ka)t

minimalis térfogattal az ES cseppjébdl a VS-cseppbe 30 masodpercre.
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10. Toltse fel és hegesztéssel zarja le a CryoTipet a kdvetkezdk szerint (Iasd a 7a. abrat):

+ CsUsztassa el a fém zaréhengert a CryoTip mentén, hogy a finom, torékeny hegy(i vég szabadda valjon.

+ ACryoTipet és a Hamilton-fecskendét kezelve, a mikroszkdp alatt figyelve 6vatosan szivjon fel egy kis térfogatnyi VS-t
a CryoTip-en 1évé 1. jelig.

+ Folytassa a megfigyelést a mikroszkop alatt, és dvatosan szivja fel a mintat VS-sel a CryoTipen 1évd 2. jelig.

+ Most figyelje meg a CryoTipet kdzvetleniil, és szivjon fel tobb VS-t a 3. jelig.

+ Amintanak a 2. és 3. jel kdzott kell elhelyezkednie.

+ Hegesztéssel zarja le (1. lezaras) a CryoTipet az 1. jelnél (vagy csak épp alatta), és cslsztassa vissza a zarohengert,
hogy eltakarja és védje a vékony, térékeny véget.

+ Ovatosan tavolitsa el a CryoTipet a felszivoeszkozrol és az adapterrdl, majd hegesztéssel zarja le (2. lezaras) a CryoTip
vastag végét a 4. jel felett.

+  Meritse a befedett CryoTipet kozvetlendl folyékony nitrogénbe (hiités -12 000 °C/perc sebességgel) (Iasd a 7b. abrat).

Toltse fel és zarja le a HSV-mliszalmat a kdvetkezdk szerint:

+ Egy mikropipetta segitségével dvatosan tegye a minta(ka)t a kapillarisrid vajataba, 1 mm-re annak végétol. A minta(ka)t
tartalmazé cseppnek 0,5 pl-nél kevesebbnek kell lennie. Kapillarisrudanként legfeljebb 2 petesejt vagy embrio lehet.

+ Azonnal tegye a kapillarisrudat és a nyelet a mliszalmaba és nyomja bele addig, amig a nyél négyszdgletes része
érintkezésbe nem kertil a mliszalma kiszélesitett végével.

+ Finoman szoritsa 6ssze a mutato- és a hlivelykujjaval a miiszalmat, majd vegye ki a behelyezdeszkézt.

+ Amiszalma egy helyben tartdsa mellett zarja le a nyitott véget egy SYMS lezaroegység segitségével.

+ Tartsa meg a miszalmat csipesszel a fogantyl kozelében.

+  Gyorsan meritse fliggdlegesen a teljes miiszalmat a folyékony nitrogénbe. Finoman keverje meg a mliszalmat a folyékony
nitrogénben néhany masodpercig, hogy elkeriilje a mliszalma kéruli Iégbuborékréteg kialakulasat.

Téltse be a Cryolockot az alabbiak szerint:

+ Egy mikropipetta segitségével 6vatosan tegyen legfeljebb 2 mintat a hegy konkav feliiletére (a Cryolock logd
ugyanazon oldalara) korilbeliil 3 mm-re (1/8 hiivelyk) a hegy végétdl (hasznalja referenciaként a fekete jelolést),
és tavolitsa el a felesleges véddoldatot gy, hogy a lehetd legkevesebb vitrifikacios anyag maradjon (<1 pl).

+ A opcid: A Cryolock folyékony nitrogénbe meritése el6tt kozvetlenil 6vatosan szirja a hegyet a kupakba finoman
elforditva, amig biztosan nem rogziil.

+ B. opcio: A hegyet és a kupakot azonnal meritse a folyékony nitrogénbe. A kiegyenlités el6tt varja meg a bugyogas
ledllasat. Szurja a hegyet a kupakba finoman elforditva, amig biztosan nem régziil.

MEGJEGYZES: A B. opci6 hasznalata az Amerikai Egyesiilt Allamokban nem jévahagyott.

+ Gyorsan meritse a Cryolockot folyékony nitrogénbe.

MEGJEGYZES: A Cryolockot mindig a kupakkal lefelé tarolja.

11. Helyezze a vitrifikalt CryoTipet, HSV mliszalmat vagy Cryolockot az alameritett, folyékony nitrogénnel toltott kriocsébe
vagy kehelybe (a cryocane-en). Zarja le a kriocsovet (vagy kelyhet) vagy csatlakoztassa fejjel lefelé egy masik, lezératlan
kriocs6hoz a vitrifikalt eszkdz folyékony nitrogénben tartasahoz.

12. Helyezze a folyékony nitrogénes tartalyt a folyékony nitrogénes kriofagyasztd kozelébe, és helyezze a cryocane-t a tartalmaval
egyiitt a kriofagyasztoba a hosszu tavu tarolashoz.

. EMBRIO (PN-té| blasztocisztaig) vitrifikaciés protokollja:
Aszeptikusan adagoljon egy 50 pl-es ES-cseppet egy Petri-csésze felforditott fedelébe.
Vegye ki az embrio(ka)t tartalmazo tenyészt6csészét az inkubatorbdl, és mikroszkép alatt ellendrizze a minta (minték)
mindségét. Ha lehetséges, csak a legjobb mindségl embrid(ka)t véalassza ki a vitrifikaciohoz.
3. Ovatosan helyezze at a mintat (egyszerre legfeljebb kettst) minimalis mennyiségii médiummal a tenyésztécsészébol
az ES-cseppbe, és inditsa el az id6zitét.
Az embrioknak az ES-cseppben lassan, szabadeséssel, 6-10 perc alatt kell egyensulyba keriilnitk.
Megjegyzés: A minta zsugorodni fog, majd fokozatosan visszanyeri az eredeti méretét, ami azt jelzi, hogy a kiegyenlités
befejez6dott.
VIGYAZAT! Az ES- és VS-cseppekben torténd kiegyenlités soran minimalizalja a minta (mintak) fénynek valo kitettségét.
4. Az ES-ben torténd kiegyenlités ideje alatt:
+ allitson 6ssze egy 50 pl-es cseppet VS-oldatbol a 8. abran lathatd médon, és készitse elé a CryoTipet, a HSV-miszalmat
és a Cryolockot betdltésre.
Kdvesse a fent ismertetett protokoll (A szakasz — Petesejt [MII] vitrifikaciés protokollja) 9-12. lépését a VS oldatoknak vald
kitettséghez, a CryoTip, a HSV mliszalma és a Cryolock betdltéséhez, a folyékony nitrogénbe torténé meritéshez és a hosszu
tavu tarolashoz.
A termékek hasznalatara vonatkozo tovabbi részletekért minden laboratériumnak a sajat laboratériumi eljarasait és protokolljait
kell figyelembe vennie, amelyeket specifikusan a sajat orvosi programjukhoz hoztak Iétre és optimalizaltak.

TAROLASI UTASITASOK ES STABILITAS
A bontatlan fiolakat tarolja hiitve, 2 °C és 8 °C kozott. A Vitrification Freeze Kit oldatok stabilak a fiolak cimkéjén feltiintetett
lejarati id6ig, ha tarolasuk az utasitasoknak megfeleléen torténik.

A tartalyok kinyitasa utan ne hasznalja a médiumokat nyolc (8) hétnél tovabb.

Mivel a termékben human eredetli anyag talalhatd, ezért a tarolas soran részecskék alakulhatnak ki. Nem ismert, hogy ezek
a részecskék befolyasolnak a termék teljesitményét.

N -
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OVINTEZKEDESEK ES FIGYELMEZTETESEK

Ezt a terméket az asszisztalt reprodukcios eljarasokban képzett személyzet altali felhasznalasra szantak. Ezen eljarasok kozé
tartozik az az alkalmazas is, amelyre ezt a terméket szantak.

A terméket hasznalé intézmény felelés a termék nyomon kdvethetéségének fenntartasaért, és be kell tartania a nyomon
kovethetdségre vonatkozé orszagos eléirasokat, ha vannak ilyenek.

Az el6készitési eljaras soran tovabbi ovintézkedésként javasolt minden egyes CryoTip gondos megvizsgalasa, amikor
a csomagolasabdl kiveszik. Hasznalat el6tt a CryoTip eszkozoket megfeleld nagyitas mellett (40x) kell vizsgalni a szallitas
soran esetleg bekdvetkezd karosodasok miatt (ilyen lehet példaul a hegyek eltorése vagy megrepedése).

Ne hasznéljon olyan oldatos fiolat, amely sériilt, szivarog, részecskék jelenlétét mutatja, esetleg zavaros, vagy megvaltozott
a szine. A terméket a vonatkozo el8irasoknak megfeleléen dobja ki.

A beszennyezédéssel jaro problémak elkeriilése érdekében aszeptikus technikék alkalmazasaval kezelje.

Jelenleg a kutatasi szakirodalom szerint a vitrifikacionak a petesejtekre és az embriokra gyakorolt hosszl tavu hatasa ismeretlen.
Ne hasznaljon olyan lveget, amelynek a steril csomagolasa megsériilt.

EU: A human vérbél vagy plazmabol késziilt gyogyszerkészitmények hasznalatabdl eredd fertézések megakadalyozésara
iranyuld szokasos intézkedések kozé tartozik a donorok kivalasztasa, az egyes véradomanyok és plazmapoolok szirése
a fert6zések specifikus markereire, valamint a virusok hatéastalanitasa/eltavolitasa érdekében elvégzett hatékony gyartasi
|épések. Ennek ellenére a human vérbél vagy plazmabdl készilt gydgyszerkészitmények beadasakor nem zarhato ki teljesen a
fert6z6 agensek atadasanak lehetdsége. Ez érvényes az ismeretlen és Gjonnan megjelend virusokra és mas kérokozokra is. Az
Eurépai Gyoégyszerkdnyv leirasa szerinti eljarasokkal gyartott albumin esetében nem jelentettek bizonyitott virusfertdzést. Ha
Irvine Scientific, LLC Reproductive Media Products tenyésztémédiumot adnak be egy betegnek, erésen javallott a termék nevét
és tételszamat feljegyezni, hogy ismert maradjon a termék tételének és a betegnek a kapcsolata.

AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK: Ez a termék human szérumalbumint (HSA) tartaimaz. A termék eldallitasa soran hasznalt
emberi eredetli anyag az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszerhivatala altal hitelesitett készletekkel vizsgalva
nem adott reakciot a hepatitis C (HCV) és a human immundeficiencia virus (HIV) elleni antitestekkel. Azonban egyetlen vizsgalati
maddszer sem garantalja azt teljes bizonyossaggal, hogy az emberi eredetl készitmények nem fertdz6ek. Minden emberi eredeti
anyagot Ugy kell kezelni, mintha fertézéképes lenne, ezért meg kell tenni az altalanos évintézkedéseket. A donorokat Creutzfeldt—
Jakob-koérra (CJD) is sziirték.

ELLENJAVALLAT
Atermék gentamicin-szulfatot tartalmaz. Megfelel elévigyazatossagi intézkedéseket kell tenni, hogy megbizonyosodjon, a beteg
nem szenzitizalt erre az antibiotikumra.
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LIETUVIY K.

ES PERSPEJIMAS. Skirta naudoti tik specialistams.

NAUDOJIMO INDIKACIJOS

,Vit Kit-Freeze“ yra skirtas naudoti atliekant pagalbinio apvaisinimo procediras, skirtas Zzmogaus kiaus$ialgs¢iy (Mll),
zigoty su probranduoliais (PN) 3 dienos skilimo stadijos embriony ir blastocistos stadijos embriony vitrifikacijai ir laikymui.
Sis komplektas yra skirtas naudoti su ,CryoTip* (katalogo nr. 40709) ir vitrifikacijos atSildymo rinkiniu (,Vit Kit-Thaw*) siekiant
optimaliai atkurti méginius.

ITAISO APRASYMAS

Equilibration Solution-ES yra HEPES junginiu buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato, po 7,5 %
(v/v) dimetilsulfoksido (DMSO) ir etilenglikolio bei 20 % (v/v) dekstrano serumo priedo (DSS).

Vitrification Solution-VS yra HEPES junginiu buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato, po 15 %
(v/v) dimetilsulfoksido (DMSO) ir etilenglikolio bei 20 % (v/v) DSS ir 0,5 M sacharozés.

DSS yra baltyminis papildas, kur sudaro 50 mg/ml terapinés paskirties Zmogaus serumo albumino (ZSA) ir 20 mg/ml dekstrano.
Vit Kit-Freeze* DSS yra naudojamas 20 % (v/v) koncentracijos, kad baty gauta galutiné 10 mg/ml ZSA ir 4 mg/ml dekstrano
koncentracija.

Sie du tirpalai bus naudojami sekoje pagal nuosekly mikrolady vitrifikacijos protokola.

SUDETIS

Druskos ir jonai Prolinas Kita Piridoksinas

Natrio chloridas Tirozinas Adenino sulfatas Natrio bisulfitas

Natrio fosfatas Alaninas Deoksiribozé Folio ragstis

Kalio chloridas Asparto ragstis Ribozé Alfa tokoferolis

Magnio sulfatas Glutamo ragstis Guaninas Antibiotikai

Natrio acetatas Izoleucinas Uracilas Gentamicino sulfatas

Kalcio chloridas Leucinas Ksantinas Energetiniai substratai

Cholino chloridas Metioninas Timinas mgzé—

Gelezies nitratas Fenilalaninas Hipoksantinas Inozitolis

Buferinis tirpalas Serinas Adenozinas

Natrio bikarbonatas Treoninas Vitaminai ir mineralai Baltymas )

HEPES Triptofanas Kalciferolis Zmogaus serumo albuminas
Valinas Askorbo rigstis Krioprotekciné medziaga

pH indikatorius
Fenolio raudonasis

Hidroksiprolinas

Aminobenzoiné rugstis

Dekstranas

Aminoriigétys Cistinas Nikotino ragstis Sacharozé.

Argininas Cisteinas Nikotino rugsties amidas E?llenghkohs _

GI?cinas Antioksidantas Pantoteniné ruigstis Dimetilsulfoksidas

Histidinas Glutationas Rlibof.lavinas Vanduo

Lizinas Tiaminas Injekcinio vandens kokybé
Biotinas

KOKYBES UZTIKRINIMAS
,Vit Kit-Freeze" tirpalai yra filtruoti naudojant membranini filtrg ir apdoroti steriliomis salygomis pagal patvirtintus gamybos procesus.

,Vit Kit-Freeze" kiekvienai partijai atliekami Sie testai:
Tirpalai ir ,CryoTips*.
endotoksiny kiekio nustatymas pagal kardauodegio krabo amebocity lizato (LAL) analizés metoda (< 0,6 EU/ml);
pelés embriono tyrimas (vienos lastelés) (= 80 % padidéjusi blastocista);
sterilumo pagal $iuo metu patvirtintg Jungtiniy, Valstijy farmakopéjos sterilumo testa <71> (atitinka reikalavimus).
Visi rezultatai pateikiami pagal atskiry partijy parametrus parengtuose analizés sertifikatuose, kuriuos galima gauti uzsakius.

REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS PRIEMONES

+ ,Irvine Scientific LLC* ,CryoTip“ (katalogo nr. 40709) arba ,HSV Straw" (katalogo nr. 25246-25251) ar ,Cryolock™* (katalogo
nr. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ ,Irvine Scientific LLC* jungtis (katalogo nr. 40736) arba kitas adapteris

+ Sterilios petri Iekstelés (50 X 9 mm, ,Falcon 351006 arba analogi$kos)

+ Kriogeniniai mégintuvéliai (4,5 ml) arba taurés ir kriogeniniai laikikliai

+ ,Modified HTF - HEPES" (katalogo nr. 90126) mitybiné terpé papildyta baltymu

+ Hialuronidazé (katalogo nr. 90101)

+ Vienkartinés pir§tinés

+Hamilton GASTIGHT® $virkstas (50 ul, katalogo nr. 80901) arba kita siurbimo priemoné

+Perkélimo pipetés (stiklo pipetés arba mikropipeciy antgaliai, kuriy vidinis skersmuo ~200 um)

+ Pincetas ar znyplés

+ Impulsinis uzlydymo aparatas

+ SYMS sandarinimo aparatas, skirtas ,HSV Straw"
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Chronometras arba laikmatis
Skystojo azoto indas (diuaro arba polistirolo talpyklé su dangteliu, 1-2 | taris)
Skystasis azotas (pakankamas taris 4 coliy (10 cm) gyliui pasiekti talpykléje)

NAUDOJIMO NURODYMAI
Vit Kit-Freeze" komponenty reikalavimai (naudojimui):

Pusiausvirinimo tirpalas (ES):

60 pl oocity vitrifikacijos protokolui

arba

50 pl embriono vitrifikacijos protokolui

Vitrifikacijos tirpalas (VS):

50 pl vitrifikacijos protokolui

1,CryoTip* ar ,HSV Straw” arba ,Cryolock” (galima saugoti ne daugiau kaip 2 méginius)
1 jungtis

VITRIFIKACIJOS PROTOKOLAS .
PASTABA. Proceduras reikia atlikti kambario temperataroje (20-27 °C). Sioms procedaroms NENAUDOKITE $ildomo mikroskopo
stalelio. PERSPEJIMAS. Nusistovint ES ir VS tirpaluose minimaliai sumaZinkite $viesos poveikj bandiniui.

1.

o oA W

A

Naudojama ES ir VS kiekj suSildykite iki kambario temperatdros (20-27 °C). PASTABA. Stenkités pakartotinai nesusildyti
visy ES ir VS flakony iki kambario temperattros, kai kaskart reikia tik dalies tirpalo. Geriau paimti naudojama kieki ir po
paémimo iSkart grazinti flakonus | 2-8 °C temperatiira. Oocity vitrifikacijos protokolui taip pat reikia ,Modified HTF* (HEPES)
su baltymu.
Pripildykite skystojo azoto talpykle skystojo azoto (tiek, kad bty pasiektas 4 coliy (10 cm) gylis arba galétuméte visiskai
panardinti kriogeninf mégintuveélj ant laikiklio) ir padékite netoli mikroskopo. Pritvirtinkite kriogenin| mégintuvélj arba taure
(neuzdengta) prie kriogeninio laikiklio apatinio gnybto ir panardinkite | skystajj azotg paruoSdami laikyti vitrifikuotus bandinius.
Nustatykite norimy vitrifikuoti bandiniy skaiciu.
Pazymékite ant kiekvienos sterilios petri Iekstelés (ar dangtelio) ir kriogeninio saugojimo jrenginio reikalingg informacija.
Prie$ naudodami $velniai du kartus pavartykite kiekvieng ES ir VS flakona, kad sumai$ytuméte jy turinj.
LékStele su tirpaly ladeliais vitrifikacijos procedirai paruoskite taip:

0OCITY (MII) vitrifikacijos protokolas

1 PASTABA. Paimti oocitai bus atidengti hialuronidaze, siekiant patvirtinti, kad jie yra MII.
2 PASTABA. Embriony vitrifikacijos protokolg rasite B skyriuje.

1.

e

o

Steriliai uzlasinkite 20 pl mitybinés terpés, ,Modified HTF - HEPES" su baltymu ir ES la8g arti vienas kito ant apversto

sterilios petri IékStelés dangtelio, kaip parodyta 1 pav., ir padékite Iék3tele ant mikroskopo stalelio:

+ vienas 20 pl ,Modified HTF* (HEPES su baltymu) lasas;

+ trys 20 pl (i$ viso 60 pl) ES (ES1, ES2, ES3) ladai.

ISimkite paseélio Iekstele, kurioje yra MIl oocitai, i inkubatoriaus ir po mikroskopu patikrinkite bandiniy kokybe. Jeigu galima,

rinkités tik geriausios kokybés Ml stadijos oocitg (-us).

PERSPEJIMAS. Nusistovint H, ES ir VS lageliuose minimaliai sumazinkite $viesos poveikj bandiniui (-iams).

Perkelkite oocitg (iki 2 vienu metu) su minimaliu kiekiu terpés i$ pasélio ékstelés (inkubatoriuje) | 20 pl H ladg vienai minutei.

Perkélimo pipetés antgaliu suliekite H lasa su ES1 (zr. 1 pav., 1 rodyklé) ir leiskite dviems tirpalams savaime susimai$yti

2 minutes.

Tada jlaSinkite ES2 la8a (2 rodyklé) { ankséiau sulietus laus ir palikite 2 minutéms.

Perkelkite oocitg (-us) su minimaliu tirpalo kiekiu i$ sulieto laSo | ES3 lasa 6-10 minuciy. Pastaba: oocito (-u) nusistovéjimas

ES3 yra uzbaigtas, kai skaidriojo apvalkalo ir perivitelinés ertmés tarpo storis yra lygus. Oocitas (-ai) nusés | lado apacia,

per 3 minutes.

Nusistovint ES3:

Steriliai paimkite vieng (1) 50 pl VS 2 lasa pries baigiant nusistovéti ir paruoskite ,CryoTip“ (3 pav.), ,HSV Straw* (4 pav.)

arba ,Cryolock” (5 pav.) déti:

PASTABA. Prie§ pradédami procedira, atidZiai patikrinkite vitrifikavimo prietaisa ir antgalj

+ ,CryoTip“: naudodami jungtj ar adapterj, prijunkite prie Hamiltono $virkSto arba atitinkamos siurbimo priemonés,
kad baty uztikrintas sandarumas. PASTABA. Laikykite metaline Siaudelio mova ant plonojo galiuko, kad ji apsaugotuméte,
kol pasiruoSite jdéti méginius.

+ ,HSV Straw": prijunkite mélyno plastikinio jvedimo jtaiso ilgesniji gala prie tvarkymo strypo spalvoto galo.

+ ,Cryolock": nuimkite dangtelj.

Siuos veiksmus (9-13) reikia atlikti per 80-110 sekundziy. PERSPEJIMAS. VS poveikis bandiniams turi bati ribotas,

kad baty apsaugota nuo citotoksi§kumo. Bandinys (-iai) linkes (-e) pladuriuoti VS, todél pakoreguokite centra per mikroskopa,

kad nuolat galétuméte stebéti poveikj, Salia turékite perkélimo pipetés antgalj, kad galétuméte garantuoti greita perkélima

tarp VS ladeliy. Zr. 6 pav.

Baige pusiausvirinimg ES, jtraukite Siek tiek ES | perkélimo pipete ir perkelkite minimalaus tario bandinj (-ius) i§ ES laso

{ VS lada 30 sekundziy.

|dékite ir uzlydykite ,CryoTip*“, kaip nurodyta toliau (zr. 7a pav.).

+ Nuslinkite metaling Siaudelio mova aukstyn per ,CryoTip“, kad atvertuméte plonajj trapy galiuka.

+ Laikydami ,CryoTip“ ir Hamiltono 8virk$ta po mikroskopu, atsargiai traukite maza VS tarj iki 1-os Zymos ant ,CryoTip“.

+ Toliau stebékite mikroskopu ir Svelniai jtraukite bandinio su VS iki 2-os Zzymos ant ,CryoTip*“.

+ Dabar stebékite ,CryoTip* tiesiogiai ir jtraukite dar VS iki 3-ios Zymos.
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+ Bandinys turi bati tarp 2-os ir 3-ios zymy.

+ Uzlydykite (1-as sandariklis) ,CryoTip“ ties (arba Siek tiek Zemiau) 1-a Zyma ir nuslinkite dengiamaja mova atgal,
kad uzdengty ir apsaugoty plonaji trapy galiuka.

+ Atsargiai iSimkite ,CryoTip“ i§ siurbimo priemonés ir adapterio, o tada uzlydykite (2-as sandariklis) ,CryoTip“ storajame
gale, vir§ 4-os Zymos.

+ Panardinkite uzdengta ,CryoTip*“ tiesiai | skystaji azota (vésindami —12 000 °C/min. sparta) (zr. 7b pav.).

|dékite ir uzsandarinkite ,HSV straw" taip:

+ Mikropipete atsargiai padékite bandinj (-ius) { kapiliarinio vamzdelio latakg 1 mm nuo galo. Laelis, kuriame yra bandinys
(-iai), turi bati mazesnis kaip 0,5 pl. Kiekviename kapiliariniame vamzdelyje gali bati ne daugiau kaip 2 oocitai ar embrionai.

+ Nedelsdami jdékite kapiliarinj vamzdelj ir perkélimo jtaisg | Siaudelj ir stumkite, kol stadiakampé perkélimo jtaiso dalis
palies iSplatéjusj Siaudelio gala.

+ Nestipriai suspauskite Siaudelj tarp nykS¢io ir smiliaus ir iSimkite jvedimo |taisa.

+  Prilaikydami 8iaudelj vietoje, uzsandarinkite atvirg gala, naudodami SYMS sandarinimo jtaisa.

« Znyplémis laikykite Siaudel] tvarkymo strypo srityje.

+  Greitai panardinkite visg Siaudelj LN, vertikalioje padétyje. Kelias sekundes $velniai pamaiSykite Siaudeli LN,, kad aplink
Siaudelj nesusidaryty atskiriantis oro burbuliuky sluoksnis.

|dékite ,Cryolock” taip:

+ Mikropipete atsargiai {dékite ne daugiau kaip 2 méginius ant antgalio iSgaubto pavirsiaus (toje pacioje puséje, kur ,Cryolock"
logotipas) mazdaug 3 mm (1/8") nuo antgalio krasto (kaip orientyrg naudokite juodg Zyma), pasalindami nereikalingg
krioapsauginj tirpalg ir palikdami kuo maziau vitrifikacijos terpés (< 1 ul).

* Avariantas: nedelsdami ir prie$ panardindami ,Cryolock” | LN,, atsargiai {kiSkite antgali | dangtel{ ir sandariai uzdarykite

+ B variantas: nedelsdami panardinkite antgalj ir dangtelj | LN,. Palaukite, kol nustos burbuliuoti, kad galéty nusistoveti.
Atsargiai {kiSkite antgalj | dangtelj, tvirtai uZsukite.

PASTABA. B varianto negalima naudoti JAV.

+ Greitai panardinkite ,Cryolock” | skystajj azota.

PASTABA. Visada ,Cryolock” laikykite taip, kad dangtelis baty nukreiptas zemyn.

1. Sudekite vitrifikuotg, ,CryoTip*, HSV Siaudelj ar ,Cryolock” { panardintg LN, pripildyt kriogenin| mégintuvelj arba taurg
(ant kriogeninio laikiklio). UZdékite ant kriogeninio mégintuvélio (ar taurés) dangtelj arba pritvirtinkite apversta prie kito
neuzdengto kriogeninio mégintuvélio, kad galétuméte uzdaryti vitrifikuotg prietaisg skystajame azote.

12. Perkelkite LN, talpykle arti LN, krioSaldiklio ir kriogenini laikiklj su visu turiniu { krio$aldiklj ilgalaikiam saugojimui.

B. EMBRIONAI (nuo PN iki blastocistos)

Vitrifikacijos protokolas

1. Steriliai uzlaSinkite vieng 50 pl ES ladg ant petri Iékstelés apversto dangtelio.

2. |8imkite pasélio IekStele, kurioje yra embrionas (-ai), i$ inkubatoriaus ir po mikroskopu patikrinkite bandinio (-iy) kokybe.
Jeigu galima, vitrifikuoti rinkités tik geriausios kokybés embriong (-us).

3. Atsargiai perkelkite bandinj (iki dviejy vienu metu) su minimaliu terpés kiekiu i$ pasélio Iekstelés | ES lada ir paleiskite
laikmatj.

Embrionai turi |étai nusistovéti ES lase laisvu kritimu 610 minuciy.

Pastaba. Bandinys susitrauks ir po to palaipsniui gri$ iki savo pradinio dydzio, tai reik$, kad nusistovéjimas yra baigtas.

PERSPEJIMAS. Nusistovint ES ir VS lageliuose minimaliai sumazinkite $viesos poveikj bandiniui (-iams).

4. Nusistovint ES:

+ uzlasinkite vieng 50 pl VS tirpalo lasa, kaip parodyta 8 pav., ir paruoskite ,CryoTip“, ,HSV Straw" arba ,Cryolock” {déjimui.
Laikykités protokolo, kaip nurodyta pirmiau (A skyrius. Oocito [MII] vitrifikacijos protokolas) nuo 9 iki 12 veiksmy dél VS tirpaly
poveikio, ,CryoTip*, ,HSV Straw" ar ,Cryolock” {déjimo, panardinimo LN, ir ilgalaikio saugojimo.

ISsamesniy Siy produkty naudojimo gairiy kiekviena laboratorija turi ieSkoti savo vidaus darbo tvarkos taisyklése ir metodiniuose

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

LAIKYMO SALYGOS IR STABILUMAS

Neatidarytus flakonus laikykite atvésintus 2-8 °C temperatiroje. Kai laikomi taip, kaip nurodyta, ,Vitrification Freeze" tirpalai
iSlieka stabils iki ant flakono etiketés nurodytos galiojimo pabaigos datos.

Atidare talpykles, terpés nenaudokite ilgiau kaip aStuonias (8) savaites.

Kadangi produkte yra zmogaus kilmés medziagos, laikant gali susidaryti tam tikry kietyjy daleliy. Nezinoma, ar $ios kietosios
dalelés turi jtakos produkto veikimui.

ATSARGUMO PRIEMONES IR [SPEJIMAI

Si priemoné yra skirta naudoti darbuotojams, iSmokytiems atlikti pagalbinio apvaisinimo procedras. Tos proceddros apima
priemonés taikyma pagal numatytaja paskirt].

Sig priemone naudojanti jstaiga yra atsakinga uz produkto atsekamumo duomeny kaupima ir privalo laikytis savo alies norminiy
atsekamumo uZtikrinimo reikalavimu, jei taikoma.

Papildomai apsisaugant paruosiamosios proceddros metu rekomenduojame isémus i$ pakuotés kiekvieng ,Cryotip* atidZiai
apzidreéti. Prie$ naudojant ,CryoTip“ produktus reikia apzitréti taikant tinkama objekto padidinima (40 k. stiprumo), ar nesimato
pazeidimy, (pvz., galiuky l0Ziy ar jskilimy), kurie galéjo atsirasti gabenimo metu.

Negalima naudoti jokio tirpalo flakono, jei yra pazeidimu, nuotékis, matyti kietyjy daleliy ar skystis atrodo drumstas arba pakeité
spalva. ISmeskite produkta pagal taikomus reglamentus.
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Norint i8vengti uZkrétimo, naudojimo metu reikia laikytis metodiniy aseptikos reikalavimy.

Siuo metu mokslingje literataroje nurodoma, kad ilgalaikis vitrifikacijos poveikis oocitams ir embrionams yra nezinomas.
Nenaudokite produkto, jei paZeista sterili buteliuko pakuoté.

ES. Taikomos standartinés priemonés siekiant iSvengti infekcijy, kai naudojami i$ zmogaus kraujo arba plazmos paruosti vaistiniai
preparatai — donory atranka, individualiy donoriniy éminiy ir jungtiniy plazmos banko méginiy tikrinimas pagal specifinius infekcijy
zymenis bei veiksmingi gamybos etapai virusams inaktyvinti arba sunaikinti. Nepaisant to, kai naudojami i§ Zmogaus kraujo
ar plazmos pagaminti vaistiniai preparatai, negalima visi$kai atmesti infekuoty medziagy perdavimo galimybés. Tai taip pat
taikytina nezinomiems ar atsirandantiems virusams ir kitoms patogeninéms medziagoms. Néra jrodymy apie virusy perdavima
naudojant Europos farmakopéjos specifikacijas atitinkantj albuming, pagaminta taikant patvirtintus apdorojimo metodus. Primygtinai
rekomenduojama kiekvieng karta skiriant pacientui,Irvine Scientific, LLC* reprodukcing mitybos terpe uzrasyti produkto pavadinimg
ir partijos numerj, kad bty galima susieti pacienta ir produkto partija.

JAV. Sio produkto sudétyje yra zmogaus serumo albumino (ZSA). Sj produkta gaminant naudotos zmogaus kilmés medziagos
buvo istirtos taikant JAV maisto ir vaisty administracijos (FDA) patvirtintus reagenty rinkinius, ir nustatyta, kad jos nereaktyvios
hepatito C viruso (HCV) antikiiny atzvilgiu ir Zmogaus imunodeficito viruso (ZIV) antikiiny atzvilgiu. Visgi joks tyrimo metodas
nesuteikia visapusisky garantijy, kad i§ Zmogaus kilmés medziagy pagamintuose preparatuose néra infekciniy ligy sukéléjy.
Visas Zmogiskos kilmés medZziagas tvarkykite taip, lyg jos galéty pernesti infekcija, naudodami visuotines atsargumo priemones.
Taip pat buvo istirta, ar preparaty zaliavos medziagy donorai néra uzsikréte Kroicfeldo-Jakobo liga.

KONTRAINDIKACIJOS
Produkto sudétyje yra gentamicino sulfato. Batina imtis tinkamy atsargumo priemoniy uztikrinant, kad pacientas néra alergiskas
Siam antibiotikui.
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TURKGE

AB iGiN DIKKAT: Sadece Mesleki Kullanim igindir.

KULLANIM ENDiKASYONLARI

Vit Kit-Freeze driininin yardimei reme islemlerinde giin 3 klivaj evresi embriyolar ve blastokist evresi embriyolara kadar
proniikleer (PN) zigotlar ve insan oositlerinin (M) vitrifikasyonu ve saklanmasinda kullaniimasi amaglanmistir. Bu kit CryoTip
(Katalog no 40709) ve Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) ile numunelerin optimum geri kazanimi igin kullaniimak Gzere
tasarlanmistir.

CIHAZ TANIMI

Equilibration Solution-ES, gentamisin siilfat, %7,5 (h/h) DMSO ve etilen glikol (her biri) ve %20 (h/h) Dekstran Serum Takviyesi
(DSS) igeren bir HEPES tamponlu Medium-199 sollisyonudur.

Vitrification Solution-VS, gentamisin siilfat, %15 (h/n) DMSO ve etilen glikol (her biri), %20 (h/h) DSS ve 0,5 M siikroz igeren
bir HEPES tamponlu Medium-199 soliisyonudur.

DSS, 50 mg/mL terapétik sinif insan Serum Albumini (ISA) ve 20 mg/mL Dekstrandan olusan bir protein takviyesidir. DSS,
10 mg/mL HSA ve 4 mg/mL Dekstran son konsantrasyonu igin Vit Kit-Freeze iginde %20 (h/h) degerinde kullanilir.

Bu iki sollisyon kademeli mikrodamla vitrifikasyon protokoliine gére sirayla kullanilacaktir.

BILESIM

Tuzlar ve iyonlar Prolin Diger Piridoksin

Sodyum Klorir Tirozin Adenin Siilfat Sodyum Bisiilfit
Sodyum Fosfat Alanin Deoksiriboz Folik Asit
Potasyum Kloriir Aspartik Asit Riboz Alfa Tokoferol
Magnezyum Siilfat Qlutamik Asit Guanin Antibiyotikler
Sodyum Asetat 1zoldsin Urasil Gentamisin Siilfat
Kalsiyum Klorir Losin Ksantin Enerii Substratlar
Kolin Kloriir Metiyonin Timin mz—
Ferrik Nitrat Fenilalanin Hipoksantin inositol

Tampon Serin ) Adenozin .

Sodyum Bikarbonat Treonin Vitaminler ve Mineraller Erotein -
HEPES \T/nlptofan Kalsiferol Insan Serum Albumini
5 i alin Askorbik Asit Kriyokoruyucu

'EHGAM@ Hidroksiprolin Aminobenzoik Asit Dekstran
enol Kirmizisi Sistin HITOLSTED Sikioz
Amino Asitler Sistein N!kot!n!kAs!t . Etilen Glikol
Arjinin Nikotinik Asit Amid tlen likol
Sisin Antioksidan Pantotenik Asit Dimetilstilfoksit
Histidin Glutatyon Rlibofllavin Su
Lizin Tiyamin Enjeksiyonluk Su Kalitesi
Biyotin
KALITE GUVENCE

Vit Kit-Freeze igindeki soliisyonlar dogrulanmis tretim islemlerine gére membrandan filtrelenmis ve aseptik olarak islenmistir.
Her Vit Kit-Freeze lotu su testlerden geger:
Sollsyonlar ve CryoTip'ler.
Limulus Amebosit Lizat (LAL) metodolojisi ile endotoksin (< 0,6 EU/mL)
Fare Embriyo Testi (tek hiicre) (= %80 genislemis blastokist)
Mevcut USP Sterilite Testi <71> ile sterilite (Gegti)
Tim sonuglar istek Uzerine saglanabilecek, lota spesifik bir Analiz Sertifikasinda bildirilir.

GEREKLI AMA DAHIL EDILMEYEN MATERYAL

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (Katalog no 40709) veya HSV Straw (Katalog no 25246-25251) veya Cryolock™
(Katalog no CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Irvine Scientific, LLC Konektorii (Katalog no 40736) veya diger adaptor

+ Steril petri tabaklari (50 X 9 mm, Falcon 351006 veya esdegeri)

+  Kriyotlpler (4,5 mL) veya gobletler ve cryocane rinleri

+ Modified HTF - HEPES (Katalog no 90126) kiiltur vasati, proteinle takviye edilmis

+ Hyaluronidase (Katalog no 90101)

+ Tek kullanimlik eldivenler

+ Hamilton GASTIGHT® Siringas (50 L, Katalog no 80901) veya baska aspirasyon araci

+ Transfer pipetleri (i¢ ug capi ~200 pm olan gekme cam pipetler veya mikropipet uglari)

+ Cimbiz veya forseps

+ Darbeli Isi Mihirleyici

+ HSV Straw igin SYMS Muhirleyici

+ Kronometre veya zamanlayici

+ Swvi nitrojen rezervuar (kapakl tank veya styrofoam kap, 1 - 2 L hacim)

+ Sivi nitrojen (rezervuarda 4 ing (10 cm) derinlik elde etmeye yetecek hacim)
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KULLANMA TALIMATI
Vit Kit-Freeze bilesen gereklilikleri (uygulama basina):

Equilibration Solution (ES):

60 pL, Oosit Vitrifikasyonu Protokol igin

Veya

50 pL, Embriyo Vitrifikasyonu Protokoli igin

Vitrification Solution (VS):

50 pL, Vitrifikasyon Protokolii igin

1 CryoTip veya HSV Straw veya Cryolock (2 adede kadar numune saklar)
1 Konektor

VITRIFIKASYON PROTOKOLU:
NOT: islemler oda sicakliginda (20°C - 27°C) yapilacaktir. Asa§idaki islemler igin isitiimis mikroskop tablasini KULLANMAYIN.
DIKKAT: ES ve VS soliisyonlarinda dengelenme sirasinda numunenin i1s1§a maruz kalmasini en aza indirin.

1.

oo s w

A

Kullanilacak ES ve VS miktarini oda sicakligina (20°C - 27°C) getirin. NOT: Her seferinde sollisyonun bir kismi gerektiginde
tiim ES ve VS flakonlarini tekrar tekrar oda sicakligina getirmekten kaginin. Kullanilacak miktari ayirip bu ayirma isleminden
hemen sonra flakonlari tekrar 2°C - 8°C'ye koymak daha iyi olur. Oosit vitrifikasyon protokolii iin proteinli Modified HTF
(HEPES) gereklidir.

Sivi nitrojen rezervuarini sivi nitrojen ile doldurun (4 ing (10 cm) derinlik elde edecek veya gubuk Gzerindeki kriyotipl
tamamen batirmaya yetecek bir derinlige kadar) ve mikroskobun yakinina yerlestirin. Bir cryocane alt klempine bir kriyotiip
veya goblet (kapaksiz) takin ve vitrifiye numunelerin saklanmasina hazirlik olarak sivi nitrojene batirin.

Vitrifiye edilecek numune sayisini belirleyin.

Her steril petri tabadi (veya kapagi) ve kriyosaklama cihazini gerekli bilgilerle etiketleyin.

Kullanim éncesinde igerigi karistirmak icin her ES ve VS flakonunu iki kez yavasga ters diiz edin.

Vitrifikasyon Islemi igin soliisyon damlalari igeren tabagi su sekilde hazirlayin:

OOSIT (M) Vitrifikasyonu Protokolii:

NOT 1: Alinan oositler, MIl olduklarini dogrulamak lzere Hyaluronidase ile soyulacaktir.
NOT 2: Embriyo vitrifikasyonu protokold igin bakiniz Bolim B.

1.

Sekil 1'de gosterildigi gibi steril petri tabaginin ters gevrilmis kapagina 20 uL kiltir vasati, proteinli Modified HTF - HEPES

ve ES damlalarini birbirine ok yakin olarak aseptik teknikle koyun ve tabagi mikroskop tablasina yerlestirin:

+ bir 20 pL Modified HTF (proteinli HEPES) damlasi

+ Ui¢ 20 yL damla (toplam 60 pL) ES (ES1, ES2, ES3)

inkiibatdrden MIl oositlerini igeren kiiltiir tabagini alin ve mikroskop altinda numunelerin kalitesini kontrol edin. Miimkiinse

sadece en iyi kaliteye sahip MII evresi oositi/oositleri segin.

DIKKAT: H, ES ve VS damlalarinda dengelenme sirasinda numunenin/numunelerin 1s13a maruz kalmasini en aza indirin.

Oositi (her seferinde iki adede kadar olmak lizere) minimum vasat hacmiyle kiiltir tabagindan (inkiibatorde) 20 yL H damlasina

bir dakikaligina aktarin.

Transfer pipetinin ucuyla H ile ES1 damlasini birlestirin (Bakiniz $ekil 1, ok 1) ve 2 dakika boyunca iki soliisyonun kendiliginden

karigsmasini bekleyin.

Sonra ES2 damlasini (ok 2) daha 6nce birlestirilmis damlalarla birlestirin ve 2 dakika béyle birakin.

Oositi/oositleri birlestiriimis damladan ES3 damlasina minimum solisyon hacmiyle 6-10 dakikaligina aktarin.

Not: zona pellusida ve perivitellin bosluk kalinligi esit oldugunda oositin/oositlerin ES3 iginde dengelenmesi tamamlanmistir.

Oosit/oositler 3 dakika iginde damlanin dibine ¢okecektir.

ES3 icinde dengelenme zamani sirasinda:

Tam dengelenmeden 2 dakika once aseptik olarak bir (1) 50 pL VS damlasi koyun ve CryoTip (Sekil 3), HSV Straw

(Sekil 4) veya Cryolock (Sekil 5) cihazini yiikleme igin hazirlayin:

NOT: Isleme baglamadan énce vitrifikasyon cihazini ve ucunu dikkatle inceleyin

+ CryoTip: stk bir mihir olusturmak Uzere bir konektér veya adaptdr kullanarak Hamilton siringasi veya uygun aspirasyon
aracina baglayin. NOT: Numuneleri yiklemeye hazir oluncaya kadar korumak icin ortme kilifini ince gekme ug
lzerinde tutun.

+ HSV Straw: Mavi plastik insersiyon cihazinin uzun ucunu muamele gubugunun renkli ucuna takin.

+ Cryolock: kapagi ayirin.

Asagidaki adimlar (9-13) 80-110 saniye iginde tamamlanmalidir. DIKKAT: Sitotoksisiteyi énlemek igin numunelerin VS'ye

maruz kalmasi sinirlanmalidir. Numune/numuneler VS'de yiizme egiliminde oldugundan mikroskobun odagini, maruz birakma

sirasinda surekli gériintileme saglayacak sekilde ayarlayin ve VS damlalari arasinda hizli aktarmayi saglamak lizere transfer

pipetinin ucunu yakin tutun. Bakiniz $ekil 6.

ES icinde dengelenme tamamlandiktan sonra transfer pipetine biraz ES ¢ekin ve numuneyi/numuneleri minimum hacimle

ES damlasindan VS damlasi igine 30 saniyeligine aktarin.

CryoTip cihazini su sekilde yikleyin ve 1siyla mihiirleyin (Bakiniz Sekil 7a):

+Ince narin uglu son kismi agiga gikarmak igin metal drtme kilifini CryoTip boyunca yukari kaydirin.

+ Mikroskop altinda izlerken CryoTip ve Hamilton siringasini kullanarak CryoTip cihazinda isaret no 1'e kadar kiigiik bir
VS hacmini dikkatle aspire edin.

+  Mikroskop altinda izlemeye devam edin ve VS ile numuneyi CryoTip kisminda isaret no 2'ye kadar yavasca aspire edin.

+  Simdi CryoTip cihazini dogrudan izleyin ve isaret no 3'e kadar daha fazla VS aspirasyonu yapin.

+ Numune, Isaret no 2 ile isaret No 3 arasinda yer almalidr.
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+ CryoTip cihazini isaret no 1 (izerinde (veya hemen altinda) istyla miihiirleyin (Miihiir No 1) ve ince narin ucu értmek
ve korumak Uzere drtme kilifini geriye dogru kaydirin.

+ CryoTip cihazini aspirasyon araci ve adaptorden dikkatle gikarin ve sonra CryoTip kalin ucunu isaret no 4 iizerinde I1siyla
mihdrleyin (MGhir no 2).

« Ortiilii CryoTip cihazini dogrudan sivi nitrojene batirin (~12000°C/dk hizinda sogutma) (Bakiniz Sexil 7b).

HSV straw cihazini su sekilde yikleyin ve mihurleyin:

+  Birmikropipet kullanarak numuneyi/numuneleri kapiller gubugun oluguna ugtan 1 mm mesafede dikkatle koyun. Numunenin/
numunelerin bulundugu damla 0,5 pL altinda olmalidir. Her kapiller gubuk igin maksimum 2 oosit veya embriyo.

+ Kapiller gubugu ve insersiyon cihazini hemen kamigin yerlestirin ve insersiyon gubugunun dikdértgen kismi kamigin
genisleyen ucuna temas edinceye kadar itin.

+ Kamisi bagparmaginiz ve parmaginiz arasinda hafife tutun ve insersiyon cihazini gikarin.

+  Kamisi yerinde tutmaya devam ederken agik ucu bir SYMS miihirleyici kullanarak mihurleyin.

+ Kamigi muamele ¢ubugu alaninda cimbiz kullanarak tutun.

+ Tim kamigi dikey olarak LN, icine hizla batirin. Kamis etrafinda yalitici bir hava kabarcigi tabakasi olusmasindan
kaginmak igin kamigi LN, iginde birkag saniye boyunca yavasca gevirin.

Cryolock cihazini su sekilde ytikleyin:

+  Birmikropipet kullanarak ve miimkiin oldugunca minimum bir vitrifikasyon ortami hacmi (< 1 pL) birakmak tizere herhangi
bir fazla kriyokoruyucu sollsyonu gidererek ucun konkav ylizeyine (Cryolock logosuyla ayni taraf) ucun kenarindan
(referans olarak siyah cizgiyi kullanin) yaklasik 3 mm (1/8 ing) mesafeye maksimum iki adet numuneyi dikkatle yikleyin.

+ Segenek A: Hemen ve Cryolock cihazi LN, igine batiriimadan énce ucu kapak igine dikkatle yerlestirin ve saglam oturuncaya
kadar sikica gevirin

+ Segenek B: Hemen ug ve kapagi LN, icine batirin. Dengelenmeye izin verecek sekilde kabarcik olusmasinin durmasini
bekleyin. Ucu dikkatle kapada yerlestirin ve saglam oturuncaya kadar sikica gevirin.

NOT: Segenek B, ABD'de kullanim igin onayli degildir.

+ Cryolock cihazini hizla sivi nitrojene batirin.

NOT: Cryolock cihazini daima kapak asagi bakacak sekilde saklayin.

1. Vitrifiye CryoTip, HSV straw veya Cryolock Griniini LN, doldurulmug batiriimis kriyotiip veya goblete (cryocane (izerinde)
yerlestirin. Vitrifiye cihazi sivi nitrojende sabitlemek icin kriyotiip (veya goblet) kapagini kapatin veya baska bir kapaksiz
kriyotiple birlikte ters olarak tutturun.

12. LN, rezervuarini LN, kriyodondurucusuna yaklastirin ve cryocane cihazini igindekilerle birlikte uzun dénemli saklama igin
kriyodondurucuya aktarin.

B. EMBRIYOLAR (PN'den Blastokiste):
Vitrifikasyon Protokoli:
1. Bir petri tabaginin ters gevrilmis kapagina aseptik olarak bir 50 uL ES damlasi koyun.
2. Inkiibatrden embriyoyu/embriyolari igeren kiiltiir tabagini alin ve mikroskop altinda numunenin/numunelerin kalitesini kontrol
edin. Mimkiinse vitrifikasyon igin sadece en iyi kaliteye sahip embriyoyu/embriyolari segin.
3. Numuneyi (her seferinde iki adede kadar olmak iizere) minimum vasat hacmiyle birlikte kiiltir tabagindan ES damlasina
dikkatle aktarin ve zamanlayiciyi baglatin.
Embriyolar ES damlasi iginde serbest diisme yoluyla 6-10 dakika dengelenmelidir.
Not: Numune kiigilip sonra giderek orijinal blyiikligiine ddnecektir ve bu durum dengelenmenin tamamlandigina
isaret eder.
DIKKAT: ES ve VS damlalarinda dengelenme sirasinda numunenin/numunelerin isi§a maruz kalmasini en aza indirin.
4. ESiginde bu dengelenme zamani sirasinda:
+ Sekil 8'de gosterildigi gibi bir 50 pL VS soliisyonu damlasi hazirlayin ve CryoTip, HSV Straw veya Cryolock cihazini
yiikleme icin hazirlayin.
VS soliisyonlarina maruz birakma, CryoTip, HSV Straw veya Cryolock yiklenmesi, LN,'ye batirma ve uzun dénemli saklama igin
adim 9 ile 12 arasinda protokolii yukarida yazildi§i sekilde izleyin (Bélim A - Oosit [MII] Vitrifikasyonu ProtokolU).
Bu Uriinlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar igin her laboratuvar kendi tibbi programiniza gore dzellikle gelistiriimis ve optimize
edilmis kendi laboratuvar islemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

SAKLAMA TALIMATI VE STABILITE

Acllmamis flakonlari 2°C ile 8°C arasinda buzdolabinda saklayin. Talimattaki gibi saklandiginda Vitrification Freeze Kit Soliisyonlari
flakon etiketlerinde gdsterilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

Kaplar agildiktan sonra vasati sekiz (8) haftadan fazla kullanmayin.

Uriinde insan kaynakli materyal bulundugundan saklama sirasinda bir miktar partikiil madde gelisebilir. Bu partikiil madde tipinin
Uriin performansi (izerine bir etkisi bilinmemektedir.

ONLEMLER VE UYARILAR

Bu cihazin yardimci tireme islemleri konusunda egitimli personelce kullaniimasi amaglanmistir. Bu islemlere bu cihazin kullaniminin
amagclandigi, amaglanmig uygulama dahildir.

Bu cihazi kullanan tesis, Uriiniin izlenebilirliginin strdirilmesinden sorumludur ve gegerliyse izlenebilirlikle ilgili ulusal diizenlemelere
uymak zorundadir.

Hazirlama islemi sirasinda ek bir dnlem olarak her Cryotip cihazinin ambalajdan ¢gikarildiginda dikkatle incelenmesini dneririz.
Kullanim éncesinde CryoTip cihazlari transfer sirasinda olusmus olabilecek olasi hasar (ug kirilmalari veya gatlamalari gibi)
agisindan uygun blyitme (40x bilyiitme) altinda incelenmelidir.
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Hasar, sizinti, partikiil madde veya bulaniklik bulgular gdsteren veya rengi degismis herhangi bir solisyon flakonunu kullanmayin.
Urlind ilgili diizenlemelerle uyumlu olarak atin.

Kontaminasyon sorunlarindan kaginmak igin aseptik tekniklerle kullanin.

Su anda arastirma literattiri vitrifikasyonun oositler ve embriyolar tizerinde uzun donemli etkilerinin halen bilinmemekte olduguna
isaret etmektedir.

Steril ambalajin olumsuz etkilendigi herhangi bir siseyi kullanmayin.

AB: insan kani veya plazmasindan hazirlanan tibbi Griinlerin kullanimindan kaynaklanan enfeksiyonlarin énlenmesi igin alinan
standart dnlemler arasinda donérlerin secimi, bireysel bagislarin ve plazma havuzlarinin belirli enfeksiyon gostergeleri igin takibi
ve viriislerin inaktivasyonu/uzaklastiriimasi igin etkili tretim agsamalarinin kullaniimasi yer almaktadir. Bunlara ragmen insan
kani veya plazmasindan hazirlanan tibbi Urlinler uygulandiginda bulasici ajanlar iletme olasiligi tamamen ortadan kaldirilamaz.
Bu ayrica bilinmeyen veya yeni gikan virisler ve diger patojenler i¢in de gegerlidir. Yerlesmis stireclerle Avrupa Farmakopesi
spesifikasyonlarina gore tiretilen albuminle ispatlanmis viriis bulasmasi raporu yoktur. Bir Irvine Scientific, LLC Ureme Vasati
Uriinleri Kiltiir vasatinin bir hastaya her uygulanmasinda tirliniin isim ve parti numarasinin hasta ile iriin partisi arasinda bir
baglantiyi sirdirmek agisindan kaydedilmesi kuvvetle nerilir.

ABD: Bu iriin Insan Serum Albumini (ISA) igerir. Bu iriiniin iretimesinde kullanilan insan kaynakli materyal FDA lisansli kitlerle
test edilmis ve Hepatit C (HCV) antikorlari ve Insan Immiinyetmezlik Viriisti (HIV) antikorlari agisindan reaktif olmadigi bulunmustur.
Bununla birlikte hicbir test yontemi insan kaynaklarindan tiiretilen Griinlerin bulasici olmadigi konusunda tam glivence sunmaz.
Tiim insan kaynakli materyali evrensel 6nlemler kullanarak ve enfeksiyon bulastirabilirlermis gibi kullanin. Kaynak materyal
donérleri CJD igin de taranmistir.

KONTRENDIKASYON
Urlin Gentamisin Siilfat igerir. Hastanin bu antibiyotige karsi hassas olmadigindan emin olmak igin gerekli dnlemler alinmalidir.
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SLOVENCINA
UPOZORNENIE V EU: Len na profesionalne pouzitie.

INDIKACIE NA POUZITIE

Suprava Vit Kit-Freeze je uréena na pouZzitie pri postupoch asistovanej reprodukcie na vitrifikaciu a uchovavanie ludskych
oocytov (MIl), pronuklearnych (PN) zygot aZ po 3-diiové embrya v Stadiu ryhovania a embryi v $tadiu blastocysty. Tato sprava
je uréend na pouzitie s kryo$pickou (katalégové €. 40709) a stipravou Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) na optimalny odber vzoriek.

POPIS ZARIADENIA

Equilibration Solution-ES je HEPES-pufrovany roztok média 199, obsahujuceho gentamicinsulfat, po 7,5 % (v/v) DMSO
aj etylénglykolu, a 20 % (v/v) dopInku so sérovym dextranom (DSS).

Vitrification Solution-VS je HEPES-pufrovany roztok média 199, obsahujiceho gentamicinsulfat, po 15 % (v/v) DMSO
aj etylénglykolu, 20 % (v/v) DSS a 0,5 M sacharézy.

DSS je bielkovinovy doplnok, skladajuci sa z 50 mg/ml fudského sérového albuminu (HSA) terapeutickej kvality a 20 mg/ml
dextranu. DSS sa pouziva pri 20% (v/v) v stprave Vit Kit-Freeze na vyslednt koncentraciu 10 mg/ml HSA a 4 mg/ml dextranu.
Tieto dva roztoky sa musia pouzivat v poradi uréenom protokolom na postupn vitrifikaciu mikrokvapiek.

ZLOZENIE

Soli a ibny prolin Iné pyridoxin

chlorid sodny tyrozin adenin sulfat hydrogénsiri¢itan sodny

fosfat sodny alanin deoxyriboza kyselina listova

chlorid draselny kyselina asparagova ribdza alfa-tokoferol

siran hore¢naty kyselina glutdmova guanin Antibiotika

octan sodny izoleucin uracil geTmicinsulfa’t

chlorid vapenaty leucin xantin Energetické substrat

cholin vapenaty metionin tymin mgza—y

dusicnan zelezity fenylalanin hypoxantin ﬁlositol

Pufer serin’ adenozin ) .

hydrogénuhli¢itan sodny treonin Vitaminy a mineraly m\( , .

HEPES tryptofan kalciferol fudsky sérovy albumin

Indiktor pH ;ald'" ) kyselina askorbova Kryoprotektant

fenolova cerveii ydroxyprolin kyselina aminobenzoova dextran

Aminokvselin cystin kyselina nikotinova sacharéza

AMinokyseliny cystein amid kyseliny nikotinovej etylénglykol

alrgn’nn Antioxidant kyselina pantoténova dimetylsulfoxid

agﬁg‘m glutation riboflavin Voda

lyzin tigmin kvalita vody na injekciu
biotin

KONTROLA KVALITY

Roztoky v stprave Vit Kit-Freeze su filtrované cez membranu a asepticky spracované podra vyrobnych postupov, ktoré boli overené.
Kazda Sarza Vit Kit-Freeze pre$la nasledujucimi skuskami:
Roztoky a kryo$picky
endotoxin pomocou testu amébocytového lyzatu z ostrorepa amerického (LAL) (< 0,6 EU/ml)
test sterility embryi mysi (v jednej bunke) (= 80 % expandovanej blastocysty)
sterilita pomocou aktudlneho testu sterility USP <71> (spinené)
VSetky vysledky sa zaznamenavaju na certifikat analyzy pre $pecificki $arzu, ktory je dostupny na poZiadanie.

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE MATERIALY

+ Kryo$picka Irvine Scientific, LLC CryoTip (katalogové ¢. 40709) alebo HSV Straw (katalégové €. 25246-25251) alebo Cryolock™
(katalégové ¢. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Irvine Scientific, LLC konektor (katalégové ¢. 40736) alebo iny adaptér

+ Sterilné Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon 351006 alebo ekvivalentné)

+ Kryoskumavky (4,5 ml) alebo pohariky alebo kryoty&inky

+ Kultivaéné médium Modified HTF — HEPES (katalogové ¢. 90126) doplnené o bielkoviny

+ Hyaluronidaza (katalogové ¢. 90101)

+ Jednorazové rukavice

+ Striekacka Hamilton GASTIGHT® (50 pl, katalogové &. 80901) alebo iny aspiracny nastroj

+ Prenosové pipety (pipety z tahaného skla alebo $picky mikropipet s vnutornym priemerom $picky ~200 pm)

+ Pinzeta alebo kliestiky

+ Impulzné tepelné pecatidlo

+ Pecatidlo SYMS pre slamku HSV Straw

+ Stopky alebo ¢asomer

+ Zasobnik tekutého dusika (Dewarova alebo polystyrénova nadoba s vekom, objem 1-21)

+ Tekuty dusik (dostatoény objem na dosiahnute hibky 4 palce (10 cm) v zasobniku)
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NAVOD NA POUZITIE
Poziadavky na ¢asti stpravy Vit Kit-Freeze (na jednu aplikaciu):
* Roztok Equilibration Solution (ES):
60 pl na vitrifikacny protokol pre oocyty
alebo
50 pl na vitrifikacny protokol pre embrya
+ Roztok Vitrification Solution (VS):
50 pl na vitrifikacny protokol
+ 1 kryo$picka alebo slamka HSV Straw alebo zariadenie Cryolock (uchovava maximaine 2 vzorky)
+ 1 konektor

VITRIFIKACNY PROTOKOL:
POZNAMKA: Postupy sa musia vykonavat pri izbovej teplote (20 °C - 27 °C). Na nasledujtice postupy NEPOUZIVAJTE zahriaty
stolik mikroskopu. UPOZORNENIE: Pocas ustalenia v roztokoch ES a VS minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.

1. Mnozstvo roztokov ES a V'S, ktoré sa mé pouzit, vytemperuijte na izbovti teplotu (20 °C — 27 °C). POZNAMKA: Celé skimavky
s roztokmi ES a VS opakovane netemperujte na izbovu teplotu, ked je zakazdym potrebna len ¢ast roztoku. Je lepsie
alikvotovat mnoZstvo, ktoré sa ma pouzit, a skimavky vratit do teploty 2 °C — 8 °C hned po alikvotovani. Na vitrifikacny
protokol pre oocyty je tiez potrebné médium Modified HTF (HEPES) s bielkovinami.

2. Zasobnik tekutého dusika napliite tekutym dusikom (dostato&nym mnozstvom, aby sa dosiahla hibka 4 palce (10 cm)

alebo na UpIné ponorenie kryoskimavky na tycinke) a polozte ho do blizkosti mikroskopu. Mikroskimavku alebo poharik

(bez vrchnaka) pripevnite k spodnej svorke kryoty¢inky a ponorte ho do tekutého dusika v rdmci pripravy na uchovavanie

vitrifikovanych vzoriek.

Stanovte pocet vzoriek, ktoré sa idu vitrifikovat.

Kazdu sterilni Petriho misku (alebo vrchnék) a zariadenie na kryouchovévanie oznacte potrebnymi informaciami.

Kazdu skumavku s roztokmi TS a V'S pred pouzitim dvakrat jemne preklopte, aby sa premieal obsah.

6.  Pripravte misku s kvapkami roztokov na vitrifikatny postup nasledovnym sposobom:

A. Vitrifikany protokol pre OOCYTY (MIl):

POZNAMKA 1: Ziskané oocyty sa obnazia hyaluronidézou na potvrdenie, Ze st MIl.

POZNAMKA 2: Vitrifikaény protokol pre embrya najdete v ¢asti B.

1. Asepticky nadavkujte 20 pl kvapku kultivaéného média Modified HTF — HEPES s bielkovinami a roztoku ES do tesnej blizkosti
na prevrateny vrchnak sterilnej Petriho misky tak, ako je ukazané na obrazku 1, a misku poloZte na stolik mikroskopu:

+ jednu 20 pl kvapku média Modified HTF (HEPES s bielkovinami)

+ tri 20 pl kvapky (60 pl celkom) roztoku ES (ES1, ES2, ES3)

2. Kultivaénd misku obsahujucu MIl oocyty vyberte z inkubatora a pod mikroskopom skontrolujte kvalitu vzoriek. Podla moznosti
vyberte len najkvalitnejSie oocyty v §tadiu MII.

UPOZORNENIE: Pocas ustalenia v kvapkach H, ES a VS minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.

3. Oocyt preneste (maximalne po 2 odrazu) s minimalnym mnozstvom média z kultivaénej misky (v inkubatore) do 20 pl kvapky
roztoku H na jednu mindtu.

4. Kvapky roztokov H a ES1 (pozri obrazok 1, Sipka 1) spojte $pickou prenosovej pipety a nechajte, aby sa tieto dva roztoky
spontanne mieSali 2 minUty.

5. Potom spojte kvapku roztoku ES2 (Sipka 2) s uz predtym spojenymi kvapkami a nechajte postat 2 minaty.

6.  Oocyty preneste s minimalnym mnoZzstvom roztoku zo spojenej kvapky do kvapky ES3 na 6 — 10 minat. Poznamka: ustélenie
oocytov v ES3 je kompletné, ked sa hribka zona pellucida vyrovna s perivitelinnym priestorom. Oocyty usadnu na dno
kvapky do 3 mindt.

7. Pocas doby ustalenia v ES3:

Dve minuty pred dplnym ustalenim asepticky nadavkujte jednu (1) 50 pl kvapku roztoku VS a pripravte kryo$picku

(obrazok 3), slamku HSV Straw (obrazok 4) alebo zariadenie Cryolock (obrazok 5) na naplnenie:

POZNAMKA: Skér, nez zatnete postup, pozorne prezrite vitrifikaéné zariadenie a $piku.

+ Kryo$picka: Pomocou konektora alebo adaptéra pripojte Hamiltonovu striekacku alebo vhodny aspiracny nastroj,
aby sa vytvorilo pevné utesnenie. POZNAMKA: Kovové krycie puzdro ponechajte na jemnej vytiahnutej $picke na ochranu
dovtedy, kym nie je pripravena na naplnenie vzoriek.

+ Slamka HSV Straw: dlh$i koniec modrého plastového zasuvacieho zariadenia spojte s farebnym koncom
manipulaénej ty&inky.

+ Zariadenie Cryolock: zlozte uzaver.

8. Nasledujuce kroky (9 — 13) je potrebné vykonat za 80 — 110 sekund. UPOZORNENIE: Vystavenie vzoriek roztoku VS
by sa malo obmedzit, aby sa zabranilo cytotoxicite. Vzorky maji tendenciu vznasat sa v roztoku VS, takze prispdsobte
zaostrenie mikroskopu tak, aby sa zabezpecilo kontinualne zobrazenie pocas expozicie, a $picku prenosovej pipety drzte
v blizkosti, aby sa zaistil rychly prenos medzi kvapkami VS. Pozri obrazok 6.

9. Po dokonceni ustélenia v roztoku ES natiahnite trochu ES do prenosovej pipety a vzorku s minimalnym objemom preneste
z kvapky ES do kvapky VS na 30 sekund.

10. Napliite a tepelne zapecatte kryo$picky nasledujicim spoésobom (pozri obrazok 7a):

+ Kovové krycie puzdro posufite nahor spolu s kryo$pickou, aby sa obnazil krehky koniec jemnej $picky.

+ Manipulujte s kryo$pic¢kou a Hamiltonovou striekackou za pozorovania pod mikroskopom a opatrne aspirujte maly objem
roztoku VS po znacku €. 1 na kryoSpicke.

+ Pokracujte v pozorovani pod mikroskopom a jemne aspirujte vzorku s roztokom VS po znacku €. 2 na kryo$picke.

o s
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+ Teraz pozorujte kryo$pic¢ku priamo a aspirujte este viac roztoku VS po znacku €. 3.

+ Vzorka sa musi nachadzat medzi znackou €. 2 a znackou €. 3.

+ Tepelne zapecatte (pecat ¢. 1) kryoSpicku na znacke ¢&. 1 (alebo tesne pod fiou) a krycie puzdro posufite nadol,

aby zakrylo a chranilo jemnu krehku 3picku.

+ Opatrne vyberte kryo$picku z aspiraného nastroja a adaptér a potom tepelne zapecatte (pecat ¢. 2) na hrubom konci

kryoSpicky nad znackou €. 4.

+ Krytu kryodpicku ponorte priamo do tekutého dusika (chladiaceho rychlostou —12 000 °C/min) (pozri obrazok 7b).

Slamky HSV Straw napliite a zapecatte nasledovnym sposobom:

+ Mikropipetou opatrne vlozte vzorky do kanalika na kapilarnej ty¢inke 1 mm od konca. Kvapka obsahujuce vzorky musi

byt mensia nez 0.5 pl. V kazdej kapilarnej ty¢inke mozu byt maximalne 2 oocyty alebo embrya.

+ Kapilarnu tyinku a manipulator okamzite viozte do slamky a zatlagajte, kym sa obdiznikova ¢ast manipulatora nedostane

do kontaktu s rozSirenym koncom slamky.

+ Slamku jemne stisnite medzi palcom a prstom a vyberte zasUvacie zariadenie.

+ Slamku drzte na mieste a zarovef zapecatte otvoreny koniec pecatidiom SYMS.

+ Slamku drzte pinzetou v oblasti manipulacnej ty¢inky.

+ Celu slamku rychlo vertikalne ponorte do LN,. Tycinkou jemne mieSajte LN, niekolko sekind, aby sa okolo slamky

nevytvorila izolujtca vrstva vzduchovych bublin.

riadenie Cryolock napliite nasledujucim spdsobom:

+ Mikropipetou opatrne nalozte maximaine 2 vzorky na konkavny povrch $picky (na tej istej strane ako logo Cryolock) priblizne
3 mm (1/8 palca) od okraja $picky (na referenciu pouZite ¢iernu znacku) a odstranite vSetok nadbytoény kryoprotekény
roztok, ¢im sa zanecha len ¢o najminimalne;jsi objem vitrifikacného média (< 1 pl).

* Moznost A: Ihned a pred ponorenim zariadenia Cryolock do LN, opatrne vloZte Spicku do uzaveru otacanim, kym nebude
pevne drzat.

* Moznost B: Ihned ponorte $picku a uzaver do LN,. Pockajte, kym sa prestant tvorit bubliny, aby sa umoznilo ustalenie.
Do uzaveru opatrne vloZte Spicku ota¢anim, pokym nebude pevne drzat.

POZNAMKA: Moznost B nie je schvalena na pouzitie v USA.
+ Rychlo ponorte zariadenie Cryolock do tekutého dusika.
POZNAMKA: Zariadenie Cryolock uchovavajte vzdy uzaverom nadol.

11, Vitrifikovant kryo3picku, slamku HSV alebo zariadenie Cryolock umiestnite do ponorenej, kryoskiimavky alebo poharika
naplneného LN, (na kryotycinke). Kryoskimavku (alebo pohérik) zatvorte alebo pripevnite hore dnom k inej nezatvorenej
kryoskumavke, aby sa vitrifikované zariadenie zaistilo v tekutom dusiku.

12. Zasobnik LN, presuiite blizsie ku kryomraznicke LN, a kryotyCinku s obsahom preneste do kryomraznicky na dlhodobé
uchovavanie.

B. EMBRYA (PN az blastocysta):
Vitrifikacny protokol:
1. Asepticky nadavkujte jednu 50 ul kvapku roztoku ES na prevrateny vrchnak Petriho misky.
2. Kultivaént misku s embryami vyberte z inkubatora a pod mikroskopom skontrolujte kvalitu vzorky. Podla moznosti vyberte
len najkvalitnejSie embrya na vitrifikaciu.
3. Vzorku opatrne preneste (maximalne po dve odrazu) s minimalnym mnoZstvom média z kultivacnej misky do kvapky roztoku
ES a zapnite ¢asovac.
Embrya by sa mali ustalit v kvapke ES pomaly volnym padom po dobu 6 — 10 minat.
Poznamka: Vzorka sa scvrkne a potom sa postupne vrati na povodnu velkost, o oznaci dokonéenie ustalenia.
UPOZORNENIE: Pocas ustalenia v kvapkach ES a VS minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.
4. Pocas tejto doby ustélenia v ES:
+ pripravte jednu 50 pl kvapku roztoku VS ako je zobrazené na obrazku 8 a pripravte kryo$picku, slamku HSV alebo
zariadenie Cryolock na plnenie.
Postupujte podla vy$sie uvedeného protokolu (Cast A - Vitrifika&ny protokol pre oocyty [MII]) od kroku 9 po krok 12, kde najdete
vystavenie roztokom V8, plnenie kryo$picky, slamky HSV alebo zariadenia Cryolock, ponorenie do LN, a dlhodobé uchovavanie.
Dalsie podrobnosti o pouZiti tychto produktov by malo kaZdé laboratérium erpat zo svojich vlastnych laboratérnych postupov
a protokolov, ktoré boli Specificky vypracované a optimalizované pre va$ individualny medicinsky program.

POKYNY PRE UCHOVAVANIE A STABILITU

Neotvorené skiimavky uchovavaijte v chladnicke pri teplote 2 °C az 8 °C. Pri odporu¢anom skladovani budu roztoky spravy
Vitrification Freeze Kit stabilné az do datumu exspirécie vytlaeného na oznaceni skimavky.

Média nepouzivajte dihSie nez osem (8) tyzdiov po otvoreni nadob.

PretoZe v produkte je pritomny material z ludskych zdrojov, po¢as uchovavania sa mézu vytvorit ur¢ité tuhé Castice. O tychto
tuhych Casticiach nie je znadme, ze by mali vplyv na vykon produktu.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VAROVANIA

Tato pomdcka je uréena na vyhradné pouZitie personalom vyskolenym na postupy asistovanej reprodukcie. Tieto postupy zahffiaju
uréené pouzitie, na ktoré je tato pomécka uréena.

Pracovisko pouzivatela tejto pomécky zodpoveda za udrZiavanie sledovatelnosti tohto produktu a musi v potrebnych pripadoch
spiiiat narodné predpisy tykajlce sa sledovatelnosti.

N
[N
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Ako pridavné ochranné opatrenie pri pripravnom postupe odpori¢ame, aby bola kazda kryoSpicka pozorne prezreta pri vyberani
z balenia. Pred pouzitim je potrebné kryo$picky prezriet pod vhodnym zvéé$enim (sily 40 x), & nedo$lo k poSkodeniu
(ako napriklad zlomené alebo prasknuté $picky), ktoré mohlo vzniknut pocas prepravy.

Nepouzivajte ziadnu skimavku s roztokom, v ktorom sa javia znamky poskodenia, Uniku, tuhych &astic, zakalu alebo zmenil
farbu. Produkt likvidujte v silade s prisluSnymi predpismi.

Aby nevznikli problémy s kontaminaciou, vZdy so zariadenim manipulujte s pouZitim aseptickych technik.
Podla sucasnej vyskumne;j literatdry su dlhodobé Ucinky vitrifikacie na oocyty a embrya stale nezname.
Nepouzivajte ziadnu ffadu, ktorej sterilny obal bol narueny.

EU: Standardné opatrenia na prevenciu infekcii v désledku pouzitia medicinskych produktov pripravenych z ludskej krvi alebo plazmy
zahffiaju vyber darcov, skrining jednotlivych odberov a zdrojov plazmy na $pecifické markery infekcii a zahffiaju u¢inné vyrobné
kroky na inaktivaciu/odstranenie virusov. Napriek tomu, ked sa podavaji medicinske produkty pripravené z ludskej plazmy alebo
krvi, nemozno Uplne vylUgit moznost prenosu infekénych latok. Plati to aj pre nezname alebo vyvijajice sa virusy a iné patogény.
Neboli hlasené Ziadne dokézané prenosy virusov s albuminom vyrobenych podla Specifikécii eurdpskeho liekopisu pomocou
zavedenych postupov. Zakazdym, ked sa pacientovi podavaju kultivaéné média produktov reprodukénych médii spolo¢nosti Irvine
Scientific, LLC, sa zaznamena nazov a Cislo Sarze produktu, aby sa zachovalo prepojenie medzi pacientom a $arzou produktu.
USA: Tento produkt obsahuje fudsky sérovy albumin (HSA). Material z fudského zdroja, pouZity na pripravu tohto produktu,
bol testovany pomocou suprav licencovanych agenturou FDA a bolo zistené, Ze nie je reaktivny na protilatky proti virusu hepatitidy
C (HCV) a protilatky proti virusu ludskej imunodeficiencie (HIV). Ziadna testovacia metdda véak nemoze tpine zarugit, ze produkty
odvodené z fudskych zdrojov nie st infekéné. So vSetkymi materidlmi z fudskych zdrojov zaobchadzaite, ako keby boli schopné
prenosu infekcie, s pouzitim véeobecnych bezpeénostnych opatreni. Darcovia zdrojového materialu tiez podstupili skrining na CJD.

KONTRAINDIKACIE
Tento produkt obsahuje gentamicinsulfat. Musia sa vykonat primerané bezpeénostné opatrenia aby sa zaistilo, Ze pacientka nie
je senzibilizovana na toto antibiotikum.
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BBNIAPCKU
MPEAYNPEXAEHUE 3A EC: Cawmo 3a npodhecuoHanHa ynoTpeba.

MOKA3AHUA 3A YNOTPEBA

Vit Kit-Freeze e npegHasHaueH 3a ynotpeba npu acucTupaHu penpoaykTUBHW NPOLeaypu 3a BUTPUDUKALMS U CbXpaHEHWe
Ha yoBeLuku aiLeknetkn (MII), npoHykneaphm (PN) 3urotu upe3 em6puoHm B aeH 3 Ha cTaaus Ha geneHe u eMOpuoHu B cTagus
Ha BnactouucT. To3n kOMANekT e npoekTupaH 3a ynotpeba ¢ CryoTip (katanoxen Ne 40709) n BUTPUDMKALMOHHNS KOMNMEKT
3a pasmpassaHe (Vit Kit-Thaw) 3a onTmManHo Bb3CTaHOBSIBaHE Ha CniecUMeHWTe.

OMUCAHUE HA U3OENUETO

Equilibration Solution-ES e 6ydepeH pastsop ¢ HEPES Ha Medium-199, cbabpixaly reHTamuuuH cyndart, no 7,5% (v/iv) DMSO
1 eTuneH rnukon u 20% (v/v) cepymeH cynnemeHT ¢ AekctpaH (DSS).

Vitrification Solution-VS e 6ycepeH pasteop ¢ HEPES Ha Medium-199, cbabpxaly reHTamuuuu cyndart, no 15% (v/iv) DMSO
1 eTuneH rnukon n 20% (v/v) cepymeH cynnemeHT ¢ aekctpad (DSS) u 0,5 M 3axaposa.

DSS e npotenHoB cynnemeHT, cbeTosw ce oT 50 mg/mL TepaneBTU4eH knac YoBeLuku cepyme anbymuH (HSA) u 20 mg/mL
nexkctpaH. DSS ce nsnonasa npu 20% (v/v) BbB Vit Kit-Freeze 3a okoHuaTenHa koHUeHTpaums ot 10 mg/mL HSAu 4 mg/mL fekcTpaH.
Tean fpa pastBopa TpsbBa Aa Ce M3Non3eaT NocneoBaTeNHO B CbOTBETCTBME C MPOTOKOMA 3a NoeTanHa MUKpokankoBa
BUTPUMKaLMS.

CBbCTAB

Conwu v ioHun MponuH Opyru Buotux

Hatpwes xnopug TupoaunH AneHuH cyndat MpnaokeuH

Hatpues doccat AnaHuH [e3okcnpnbosa Hatpues Gucyngut

Kanves xnopua AcnaporuHoBa kucenuHa Pu6o3a ®onuesa kncennHa

Marneanes cyngat [nyTamuHoBa kucenuHa T'yaHuH Anda-Tokodepon

Hatpues auertat /3oneBuuH Ypauun AuTUGMOTALM

Kanuwes xnopug JleBUyH KcaHTuh FeHTaMuLMH cyndat

XonuH xnopug MeTuoHuH TuUMUH T ——

XeneseH Hutpat ®eHnnananuH XUNOKCaHTUH W

Bydep CepuH ALEHO3WH WHoauTon

Copa 6ukapboHat TpeonnH BuTaMuHV 1 MUHepanu

HEPES Tpuntodpan Kanundepon Mporeun

Wnaukarop 3a bH BanuH Ackop6HOBa KNCENUHA Yoselwku cepymeH anbymuH

YepseH deHon Xuppokcanony AmnHobeHsoeHa kucenuHa Kpuonporekrop
Uvctun HukoTuHoBa kucenuHa Bekctpan

w Uncremn AMWA Ha HUKOTUHOBA Cykposa

PrYIHH AHTHOKCUAAHT KkucenuHa Etunen rnukon
)F(nmu,mu [nytaTunoH MaHToTeHOBa KucenuHa AumeTun cyndoxkens
nMCTM'D'MH PubodnasmH Bona
V3uH TuamuH WFI kayecTBo

OCUr'YPABAHE HA KAYECTBOTO
PastBopuTe BbB Vit Kit-Freeze ca MemGpaHHO dunTpuparm 1 acenTuyHo 06paboTeHn CbrnacHo BanuanpaHuTe Npon3BoACTBEHUTE
npoueaypu.
Bcsika napTupa Vit Kit-Freeze npemnHasa npes cnegHnTe M3nuTBaHns:
Paateopu 1 CryoTips.
EnpoTokcuH no meTopa Ha Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0,6 EU/ml)
AHanu3 Ha eMBpUOHM Ha MUK (efHa kneTka) (= 80% paswwupeH 6nactoumcT)
CrepunuTeT Ypea HacTosLuns TecT 3a cTepunuteT USP <71> (Banuaex)

Beuyku pesynTatu ce oT4yuTaT B CepTM(}bMKaT 3a aHanu3 3a KOHKpeTHaTta naptuaa, KonTo ce npefocTass Npu nouckBaHe.

HEOBEXOAUMU MATEPWANK, KOUTO HE CA BKNIOYEHKU

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (kaTanoxeH Ne 40709) unu tpbbuuka HSV (katanoxeH Ne 25246-25251), unu Cryolock™
(katanoxeH Ne CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+ Konekrop Irvine Scientific, LLC (katanoxer Ne 40736) unu apyr apantep

+  CrepunHu netpuesu 6ntoaa (50 X 9 mm, Falcon 351006 unu ekBuBaneHTHN)

+ Kpuoty6u (4,5 mL), 6okanu unu Kpuonpbykm

+ XpaHutenHa cpega ¢ Moguduumpan HTF-HEPES (katanoxeH Ne 90126), fonbnHeHa ¢ npoTenH

+  Xuanyponupasa (katanoxeH Ne 90101)

+ PbkaBuum 3a egHokpaTHa ynotpeba

+ CnpuHyoska Hamilton GASTIGHT® (50 uL, katanoxeH Ne 80901) unu Apyr acnupawnoHeH UHCTPYMEHT

+ TpaHctepupalyn nuneTn (NUNeTu cbC CTbKNEHO ByTano Wnu MUKPOMUMETHN BLPXOBE C BbTPELEH AUamMeTbp
Ha Bbpxa ~200 um)

+  [TvHueTn unm dopuenc

+ MMnynceH TonnuHeH ynnbTHUTEN

+ YnnbtHuTen SYMS 3a tpbbuyka HSV
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XpOHOMETBP WnK Tanmep
PesepBoap 3a TeueH a30T ([toapoB CbA UMK CTUPONOPEH KOHTENHep ¢ kanak ¢ obem 1 -2 L)
TeueH a30T (B AOCTATBYHO KONUYECTBO, 3a Aa JoCTUrHe 4 MHya (10 cm) gbnbounHa B pesepBoapa).

YKA3AHUA 3A YNIOTPEBA
Mancksanus 3a komnoHeHTUTe Ha Vit Kit-Freeze (3a BCsiko npunoxeHue):

Equilibration Solution (ES):

60 pL 3a npoTokona 3a BUTpUGUKALMS Ha AALEKNETKN

nnm

50 pL 3a npoTokona 3a BUTpUUKALMS HA EMOPUOHN

Vitrification Solution (VS):

50 pL 3a npoTokona 3a BUTpUdUKaLMS

1 CryoTip, Tpbbuuka HSV unm Cryolock (cbxpaHsiBa fo 2 cnecumeHa)
1 KOHeKTOp.

NPOTOKON 3A BUTPUGUKALIUA:

3ABENEXKA: Mpoueaypute Tpsibea Aa ce W3BbplBaT npu cTaiiHa Temnepatypa (20 — 27° C). HE u3nonsgaite cToitka
Ha MUKpOCKON ¢ HarpsiBaHe 3a cregnute npoueaypu. BHUMAHWE: Mo Bpeme Ha eksunubpupateTo B pasteopu ES u VS ceenete
70 MUHUMYM U3NaraHeTo Ha cnecuMeHa Ha CBETNMHa.

1.

5.
6.

3atonneTe konnyecTBoTo ES 1 VS, koeTo Lwe n3nonaeate, Ao ctaiHa Temnepatypa (20 — 27° C). SABEJIEXKA: Korato Bcekn
MbT Ce Hanara fja U3non3eare camo 4acT OT pa3TBOpa, u3bsArsaiiTe Aa 3atonnate uenute enpyseTku ¢ ES 1 VS HenpekbcHaTo
Ao CTaliHa Temnepartypa. Mo-fobpe e fa 0TAENUTE KONMYECTBOTO, KOETO e Ce M3NOoN3Ba, M Aa BbpHeTe enpyBeTkuTe
Ha Temnepatypa 2 — 8° C BefHara cnep oTAensiHeTo. 3a NpoTokona 3a BUTPUMKALMS Ha ALekneTkn € Heobxoanm
CcblUo Taka n moagnduumpan HTF (HEPES) ¢ npotenH.

Haneitte TeyeH a3oT B pe3epBoapa (LOCTaTbYHO 3@ NOCTUraHe Ha AbnbounHa ot 4 nHya (10 cm) unw 3a MbAHO NoTansHe Ha
KpuoTybaTa unm kpronpbykarta) 1 ro noctasete 61130 4o Mukpockona. MpukpeneTe kproTyba nnm Hokan (He3aTBOpeH) kKbM
AonHata ckoba Ha Kpuonpbyka v NoToneTe B TEYHNS a30T 3a NOArOTOBKA 33 CbXPaHEHNe Ha BUTPUMULMPAHNTE CECUMEHN.
Onpepenete 6pos Ha cnecMeruTe, KOUTO Le 6bAaT BUTPUDMLMPaHN.

MoctaBeTe eTMKeT ¢ HeobxoanmaTa WHPOPMALMA Ha BCAKO CTEPUNHO neTpueBo OMAO (MNu kanak) v u3genve
33 KPUOCHXPaHeHHe.

BHumatenHo obbpHeTe Besika enpyseTka ¢ ES v VS aBa nbTu, 3a Aa cMecuTe CbabpXaHueTo npeam ynotpeba.
MoaroTBeTe GMIO[OTO € Kanku pa3TBOP 3a NpoLeaypaTta 3a BUTPUGMKALUS, KakTo creaBa:

A. MpoTokon 3a BuTpuUdMKkauns Ha AULEKNETKM (MII):
3ABENEXKA 1: M3BneyennTe stueknetkv Tpsabsa Aa 6baat oronexu ¢ xuanypoxugasa, 3a ja ce notsbpau, ye ca Mil.

3ABENEXKA 2: BuxTe pasaen B 3a uHcopmauus 0THOCHO NpoToKona 3a BUTpUGMKaLMS Ha eMBPUOHM.

1.

o

KanHete acenTuyHo kanka 20 pL xpanutenHa cpega, moguduumpad HTF-HEPES ¢ npotewnH v ES B HenocpeacTeeHa 6nmsoct
no obbpHaT kanak Ha CTepUNHO neTpueBo 6MoJo, KakTo € nokasaHo Ha ®urypa 1, u noctaBeTe 6nAOTO Ha CTOiKaTa
Ha MUKpockona:

+ EpHa kanka 20 pL mogudmumpan HTF (HEPES ¢ npoteuH)

+  Tpu kankm ot no 20 pL (obwo 60 L) ES (ES1, ES2, ES3).

/3BapeTe 6nogoTo 3a KynTuBMpaHe, CbabpxaLlo siLekneTku MII, ot nHkybaTopa v npoBepeTe ka4yecTBOTO Ha CecUMeHUTe

nog mukpockon. Korato e Bb3MOXHO, n3bepeTe camo snuekneTkata/aiueknetkute B MIl ctaguit ¢ Han-gobpo kayecTso.

BHUMAHME: Mo Bpeme Ha ekBunubpupaHeto B kanku H, ES n VS cBepgete [0 MMHMMYM M3naraHeTo Ha cnecumeHa/

CnecUMEHMTe Ha CBETNMHA.

pexebpnerte anuekneTkute (40 2 HaBeJHbBX) C MUHUMANHO KONMYECTBO OT cpefaTa oT 6MoagoTo 3a KynTuBUpaHe

(B nHkybaTop) B kanka 20 pL H 3a egHa munyTa.

CmeceTe kankata H ¢ ES1 (Bx. ®urypa 1, ctpenka 1) ¢ Bbpxa Ha TpaHcdepupaliata nuneTa n uvakaite 2 MUHYTH,

3a fla ce NMO3BOMM CNOHTAHHO CMeCBaHe Ha fBaTa pasTeopa.

Cnep ToBa cmeceTe kankata ES2 (cTpenka 2) cbC CMECEHUTE NO-PaHO Kanku U u34akante 2 MUHYTH.

pexBbpnete anuekneTkata/siLekneTkKUTE ¢ MUHAMANHO KONMYECTBO Pa3TBOP OT CMeCeHUTe kanku B kanka ES3

3a 6 - 10 muHyTu. 3abenexka: eksunnbpupaHeTo Ha siLekneTkaTa/aiuekneTkute B ES3 e 3aBbplueHo, korato aebenvnHata

Ha zona pellucida e paBHa Ha NepMBUTENMHOBOTO NPOCTPAHCTBO. ANLiekneTkaTa/AiLeKkneTkuTe e ce yTan/yTasT Ha LbHOTO

Ha KarkaTa B paMKuTe Ha 3 MUHYTH.

Mo Bpeme Ha ekBunubpupareTo B ES3:

KanHete acentuyHo egHa (1) kanka 50 L V'S 2 MuHyTV npeam 3aBbpLUBaHETO Ha ekBUnnbpupaHeTo u nogroteete CryoTip

(®ur. 3), Tpbbuukata HSV (®ur. 4) unm Cryolock (Pur. 5) 3a 3apexgaHe:

3ABENEXKA: Mpean aa 3anoyHeTe npoueaypata, NpoBepeTe BHUMATENHO U34ENUeTO M Bbpxa 3a BUTpUDMKaLnS.

+ CryoTip: cBbpxETE KbM CpPUHLOBKaTa Hamilton unu kbM NoaxoasLL acnMpaLMOHEeH MHCTPYMEHT C NOMOLLTA Ha KOHEKTOP
1NV aganTep, 3a Aa ocurypute mbiHo ynnbTHeHne. SABEJIEXKA: [IpbxTe pbkaBa Ha METanHus kanak Hag u3ternexus
¢uH BpbX, 3a Aa o Npeanasute, 4okaTo GbAe roToB 3a M3TErNsiHe Ha CecMEHNTe.

+ Tpbbuuka HSV: cBbpxKETE NO-ABATMS Kpal HA CMHLOTO NNAacTMAaCcoBO W3fenue 3a BKapBaHe KbM OLBETEHUS Kpaii
Ha MaHUMynaLyuoHHUs NpbT.

+ Cryolock: oTkaueTe kanaykara.

BBNFAPCKN 2/4



12.

B.

1.
2.

Crepngatwmte cTbnku (9 — 13) TpabBa aa 6baat 3aBbplueHn B pamkute Ha 80 — 110 cekyHan. BHUIMAHWE: W3naraneTo

Ha cnecumenuTe Ha VS Tpsi6Ba Aa 6bae orpaHuyeHo, 3a Aa ce NpesoTBpaTH LUTOTOKCUYHOCT. CrecuMeHbT/cnecumermuTe

u3nnysa/usnnysar BbB VS, Taka Ye HacTpoitTe hokyca Ypes MUKPOCKona, 3a Aa NOAABbPXKaTE HENPeKbCHATO BU3yanuanpaHe

no BpeMe Ha uanaraHeTo 1 ApbxTe Habnn3o Bbpxa Ha TpaHcdepupallata nuneta, 3a fa ocurypute 6up3 TpaHcdep Mexay

kankute VS. Buxte durypa 6.

Cren kaTo ekBunubpupaHeTo B ES 3aBbpLun, naternete manko ES B TpaHctepupalyata nuneta u npexsbpreTe cnecumeHal

CnecUMeHMTE C MUHUMAIHO KONMYeCTBO OT kankaTa ES B kankata VS 3a 30 cekyHau.

3apepete u ynnbTHETe ¢ TonnmuHa CryoTip, kakTo crieasa (Bx. Gurypa 7a):

+ Mnb3HeTe pbkaBa Ha MeTamnHWs kanak no AbmxuHata Ha CryoTip, 3a fja oTkpueTe UHUS, YynnuB Kpail Ha BbpXa.

+ [Jlokato 6opasute ¢ CryoTip u cnpuHuoBka Hamilton u cblieBpemeHHo HabnoaasaTte nog MUKPOCKON, BHUMATENHO
acnupupaiite manko konuyectso VS go mapkuposka Ne 1 Ha CryoTip.

+ MMpogbnxeTe Aa HabnoaasaTe NoA MUKPOCKON 1 BHUMATENHO acnupupaiite cnecumea ¢ VS go mapkvposka Ne 2 Ha CryoTip.

+ Cera Habnwopaasalite gupektHo CryoTip u acnupupaiTe owe VS go mapkuposka Ne 3.

+ CnecumeHbT TpsiGBa Aa ce Hammpa Mexay Mapkupoku Ne 2 1 Ne 3.

+ YnnbTHeTe ¢ TonnuHa (ynmbTHeHne Ne 1) CryoTip Ha (unu TouHo nog) mapkupoeka Ne 1 v nnb3HeTe pbkasa Ha kanaka
obpaTHo Hagony, 3a Aa NOKpWe 1 Npeanassa GUHKS, YyNnuB BPbX.

+ BuumatenHo usagete CryoTip OT acnupaLMOHHUS MHCTPYMEHT U ajanTepa, a cnej ToBa YNnbTHETe ¢ TOMMMHA
(ynnbTHeHue Ne 2) nebenus kpait Ha CryoTip Hag mapkuposka Ne 4.

+ MMotoneTte nokputust CryoTip AMPEKTHO B TeYeH a30T (oxnaxaaHe cbe ckopocT oT -12 000° C/min) (Bx. durypa 7b).

3apepete n ynnbTHeTe Tpbbuykata HSV, kakTo cneasa:

+ CnomotLTa Ha nuneTa BHUMATENHO NOCTaBeTe CneckMeHal/CnecMeRITe B ynes Ha kanunsipHaTa Tpbba Ha 1 mm oT kpasi.
Kankata, kosTo cbbpxa cnecumeHna/cnecumenute, Tpsbea aa 6bae no-manka ot 0,5 pl. Hait-MHoro 2 siiuekneTku unm
embpuoHa 3a Bcsika kanunsipHa Tpboa.

+ HesabaBHo nocTaBeTe kanunsipHata Tpbba u MaHunynatopa B TpbbUYKaTa U HaTUCHeTe, A0KaTO NPaBObIbAHATA YacT
Ha MaHunynaTopa Bneae B KOHTAKT C pasLMpenus kpai Ha Tpbbuykata.

+ [puTucHeTe neko TpbOUUKaTa MeX Ay Nanewa 1 nokasanewa cu U M3BafeTe U3AENUETO 3a BKapBaHe.

+ [lokaTto AbpxuTE TpBOUUKATa Ha MSICTO, YNITbTHETE OTBOPEHUS Kpail ¢ noMoLyTa Ha ynimbTHUTen SYMS.

+ C nomolyTa Ha NUHLETY 3aapbxTe TpbbuykaTa B 30HaTa Ha MaHUNYNaLWOHHNS NPbT.

+ Bbp3o notoneTe BepTukanHo usnara Tpbouuka B LN,. BHumatento pasasuxete Tpbbuykata B LN, 3a HAKONKO CeKyHAM,
Taka 4ye Aa ce u3berxe obpasyBaHe Ha U30nMpaLL Bb3[yLIEH MEXYP OKOMO Hes.

3apeperte Cryolock, kakTo cnesga:

+ C nomoLLTa Ha MUKpONMUNETa u3TerneTe BHUMATENHO Hai-MHOro 2 creciMera Ha BAnbbHaTaTa NOBBPXHOCT Ha Bbpxa
(cTpaHaTa ¢ noroto Ha Cryolock), okono 3 mm (1/8") ot kpasi My (M3non3BaiTe YepHaTa MapkupOBKa KaTo OTMpaBHa
TOYKa), KaTo MpemMaxHeTe U3NMULLHMS KPUO3ALLUTEH Pa3TBOP 1 OCTaBUTE Bb3MOXHO Hai-Manko BUTPUGUKALMOHHO CPEACTBO
(£1L).

* OnuuaA: Mpeav pa notonuTe Cryolock B LN,, HesabasHo BrapaiiTe Bbpxa B kanadkara 1 ro 3aBbpTeTe, 40KaTO o 3aCToNopuTe

+ Onuns B: Bepxara notonete Bbpxa v kanadkata B LN,. M3dakaiite MexypyeTata Aa cnpaT, 3a Aa ce nossonu
eksunnbpupaqe. BHUMaTenHo BkapaiiTe Bbpxa B kanaykata v ro 3aBbpTeTe, JOKATO 0 3aCTONOPUTE.
3ABEJIEXKA: Onums B He e paspelueHa 3a usnonasaHe B CALL.

+ Bbp3o notonete Cryolock B TeyeH asoT.
3ABEJIEXKA: Bunaru cbxpansiaitte Cryolock ¢ kanaykata Hagony.

MoctaseTe BuTPUDMUMpaHua CryoTip, Tpbouukata HSV uim Cryolock 8 notonexata 8 LN, nbnHa kpuotpbba unu 6okan

(BbPXY KpHonpbukaTa). 3aTBOpeTE KproTpbbaTa (Mnu Bokana) unu s 3akpeneTe ¢ Bbpxa Hafony ¢ Apyra HesaTBopeHa

kpuoTpbba, 3a Aa thukcupaTte BUTPUDULNPAHOTO U3AENNE B TEYHUS a30T.

MpemecteTe pesepsoapa ¢ LN, 6mm30 Ao kpuokamepa ¢ LN, v npexsbpnete mbaHata Kpuonpbyka B Kpuokamepata

33 [[bNITOCPOYHO CbXpaHeHwe.

EMBPUOHMU (PN B 6nactoumcr):

poTokon 3a BUTpUUKaLMS:
KanHeTe acenTiyHo eaHa kanka 50 pL ES Bbpxy 06bpHaT kanak Ha netpueso 6niogo.
N3Bapete 6niogoTo 3a kynTuBMpaHe ¢ eMb6proH/eMBpMOHN OT MHKybaTopa W MpoBepeTe Ka4yecTBOTO Ha cnecumeHa/
cnecumeHnTe nop Mukpockon. Korato e Bb3MOXHO, u3bepete camo embpuoHa/embpuroHuTe ¢ Hai-[fobpo kayecTBo 3a
BUTPUUKALMS.
BHuUMaTenHo npexBbpreTe CNeCUMEHUTE C MUHUMAMHO KONMWYeCTBO OT cpeAaTa (A0 ABa HaBeAHbX) oT 6niofoTo
3a KynTuBMpaHe B kankaTa ES v BknioyeTe Taimepa.
EmBpvonuTe TpsibBa Aa ce ypaBHOBeCAT B kankata ES 6aBHO Ype3 cBo6oAHO nafaHe B NpofbrkeHne Ha 6 — 10 MuHYTH.
3abenexka: CnecumeHbT LLe Ce CBUe 1 CNef TOBA NOCTEMNEHHO LLe Ce BbPHE KbM MbPBOHAYaHUs Cv pa3Mep, KOeTo Nokasea,
Ye eKBUNMOPMPAHETO € 3aBBbPLLEHO.
BHWUMAHMWE: Mo Bpeme Ha exsunmnbpupaHeTo B kanku ES n VS ceaeTe 4o MUHUMYM n3naraHeTo Ha cnecMeHa/cnecumeHnTe
Ha CBETNNHa.
Mo Bpeme Ha ekBunubpupaHeTo B ES:
+ MpuroteeTe efHa kanka 50 L pa3stBop VS, kakTo e nokasaHo Ha ®ur. 8, u noarotete CryoTip, Tpbbuyka HSV nnu

Cryolock 3a 3apexaaHe.
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CrnepBaiiTe npoTokona, onucaH no-rope (pa3gen A - Mpotokorn 3a BUTpUdmkaLms Ha situeknetku [MI1]), ot cTbnka 9 go cTbnka 12
3a usnarae Ha pasteopv VS, sapexpate Ha CryoTip, Tpbbudka HSV unm Cryolock, notanste 8 LN, 1 AbArocpoyHo cbxpaHenme.

3a JOMbAHUTENHN NOAPOGHOCTH OTHOCHO ynoTpeGaTa Ha Te3n NpoAyKTH Besika nabopaTopusi TpsibBa Aa ce KOHCYNTUpa Cbe
CBOMTE COBCTBEHU NPOLEAYPH M MPOTOKOMM, KOUTO Ca CreyuanHo pa3paboTeHn v onTUMU3MpaHy 3a Bawata uHAMBMAYanHa
MefMLMHCKa nporpama.

WHCTPYKLIMU 3A CbXPAHEHWE U CTABUNHOCT

CbXxpaHsiBaiiTe HEOTBOPEHNTE enpyBeTKM B xnaaunHuk npu 2° C fo 8° C. KoraTo ce cbxpaHsiBaT Cnopep MHCTPYKLMIUTE, pa3TBopuUTe
Ha BUTPUUKALIMOHHMS KOMNMeEKT 3a 3ampassisaHe (Vit Kit-Freeze) ca ctabunHu 4o u3tuyaHe Ha cpoka UM Ha roAHOCT, NOCOYeH
Ha eTUKeTUTe Ha enpyBeTkuTe.

He n3nonasaiite n3genuerto noseye oT 8 (0cem) ceamMuLM CNea 0TBapsIHE Ha KOHTERHepUTe.

Tbit kaTo B NPOAYKTa MMa HaNUYHW MaTepuanu OT YOBELIKN U3TOYHWK, B HEr0 MOXE [ja Ce Pa3BUAT HAKOW YacTULM No Bpeme
Ha CbxpaHeHue. He e yCTaHOBEHO Janu TO3W TUN YacTULM BRusSie BbPXY AENCTBUETO Ha NpoayKTa.

MPEANA3HU MEPKW U NPEOYNPEXAEHUA

ToBa u3genue e npefHasHayeHo 3a ynotpeGa oT nepcoHan, obyyeH B NpoLesypuTe 3a acuCTUPaHO Bb3NPOM3BOACTBO.
Teau npoLesypy BKMIOYBAT NPEABUAEHOTO MPUMOXKEHHE, 33 KOETO TOBA € U3fenue e NpeaHa3HaueHo.

YupexpaeHueTo Ha noTpebuTens Ha ToBa U3fenne HOCH OTFOBOPHOCT 3a NOAAbPXaHe Ha NpocneaseMocTTa Ha NpoaykTa 1 Tpsicea
[7la cnasBa HauuoHamnH1Te pasnopeaty 0THOCHO NPOCHEeAseMOCTTa, KOraTo € NPUNoXUMO.

KaTo gonbnHuTenHa npeanasHa Msipka no BpeMe Ha npoLieypaTa 3a NofAroToBka npenopbysame Bceku Cryotip Aa npemuHasa
BHUMaTEmNHa NpoBepka npyu u3BaxaaHe oT onakoskata. Mpeau ynotpeba CryoTips Tpsibea Aa ce NpoBepsT C NOAXOAALYO
yBENM4eHue (¢ MoLyHOCT 40X) 3a Bb3MOXHa NoBpeza (Hanp. CYynBaHe U NyKHaTUHY N0 BbpXa), Bb3HWKHaNa Npy TpaHcnopTupakxe.
He n3nonaBaiite enpyBeTka ¢ pa3TBop, Npu KOSTO MMa SICHU NPU3HALM Ha NOBPeAa, TeY, YacTULM, 3aMbriisiBaHE UMK NPOMEHEH
LBAIT. M3xBbpRETe NpofyKTa ChrMacHo NPUNOXMMUTE pasnopeaou.

3a pa usberHete I'IpOﬁJ'IeMVI CbC 3aMbpCABaHe, U3N0N3BaINTE aCENTUYHN TEXHUKM.

B MoMeHTa Hay4HaTa nuTepaTypa nocouysa, 4Ye AbArocpoyHUTE eekTI 0T BUTPUDUKaLMS Ha SiLekneTkn 1 eMBproHu Bee oLle
He ca M3BECTHM.

He n3nonasaitte 6yTUNKM C HapyLleHa CTepUiHa onakoBka.

EC: CraHgapTHUTE MepKu 3a NpeoTBpaTABaHE Ha MHAEKLMM, Npon3TMYaLLy oT ynoTpebaTa Ha nekapcTBEHW NPOAYKTH, NPUrOTBEHU
OT YOBeLLKa KpbB UMW Nnasma, BKMYBAT U360p Ha AOHOPM, CKPUHWHT Ha WHAMBMAYANHO AapsiBaHe 1 pe3epeoapu C nnasma
3a cneumduYHY Mapkepy 3a MHEKLMS, KaKTO 1 BKIOYBAHE Ha e(heKTMBHM NPOU3BOLACTBEHN CTHIKM 3@ AeaKTUBUPaHe/npeMaxBaHe
Ha BMpycW. Bbnpeku ToBa, KoraTo ce mpunarat nekapcTBEHU MPOAYKTM, MPUrOTBEHM OT YOBELUKA KPbB MM Nna3ma, He MOXe
HaMbIHO 13 Ce W3KMIYM Bb3MOXHOCTTa OT NpeAaBaHe Ha NPUYMHUTENN Ha MHGEeKLMU. TOBa Baxm CbLLO Taka M 3a Heno3HaTu
1NV HOBOBB3HUKBALLM BUPYCY U JpYri naToreHn. Hama aaHHW 3a [oka3aHo npefaBaHe Ha BUpYCU ¢ anbymuH, npou3BeaeH no
cneuvndukayuute Ha EBponeiickata dapmakones 1 cnopes ycTaHoBeHUTe npolecu. HacTosTenHo ce npenopbysa Npu BCAKO
npunaraxe Ha NpoAyKTUTE C penpoayKTUBHK cpefcTga Irvine Scientific, LLC BbpXy nauueHT Aa ce 3anucBaT HAaMMEHOBAHWETO U
HOMepa Ha mapTuaaTa Ha npoAykTa, 3a ja ce NoAAbpXa Bpb3ka MeXAy nauueHTa u naptuaara.

CALL: To3un npoayKkT cbabpxa YoBelkn cepymeH anbymuH (HSA). MaTepuanute oT YOBELUKM W3TOYHMK, M3MON3BaHU Npu
NpOW3BOACTBOTO Ha TO3M NPOAYKT, Ca U3CNeaBaHN C KOMNNEKTH, MLEH3MPpaHK OT AreHLMsITa 3a KOHTPON Ha XpaHuTe U nekapcTeata,
1 He e YCTaHOBEHO [a ca peakTWBHM Ha aHTuTenata cpelyy xenatut C (HCV) aHTuTenaTa cpelyy YOBELKM UMyHOAeDULMTEH
supyc (HIV). Bbnpeku ToBa HUTO €4NH METOA Ha U3CNefBaHe He AaBa MbiHA rapaHLus, Ye NPOAYKTUTE C YOBELLKW NPOU3XOA,
He NpUYKHABaT WHekumun. PaboTeTe ¢ BCUYKM NPOAYKTM OT YOBELLKW M3TOYHMK Taka, kaTo Ye nu ca cnocobHW Aa npedapsat
MH(eKUMS 1 u3nonaeaiiTe yHuBepcanHu npeanasHu mepku. OCBeH TOBa [OHOpUTE Ha W3XOAHWUTE MaTepuanu ce u3crneasat
3a 6onect Ha Kpoiluena-Ako6 (CJD).

NPOTUBOMOKA3AHUA
MpoayKTLT CbAbPXa reHTaMuLmH cyndat. TpsaGea Aa ce B3eMaT NoAX0AALLYM NPeAnasHu MepKI, 3a fia Ce rapaHTMpa, Ye NaLueHTsT
He € YyBCTBUTENEH KbM aHTUGUOTULM.
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HRVATSKI
UPOZORENJE ZA EU: Samo za profesionalnu uporabu.
INDIKACIJE ZA UPOTREBU
Komplet Vit Kit-Freeze namijenjen je primjeni u postupcima potpomognute oplodnje za vitrifikaciju i éuvanje ljudskih oocita (MII)
i zigota u pronuklearnom (PN) stadiju sve do embrija u stadiju diobe 3. dana i embrija u stadiju blastociste. Komplet je namijenjen
uporabi s proizvodima CryoTip (kataloki br. 40709) i Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) za optimalan oporavak uzoraka.
OPIS PROIZVODA
Equilibration Solution-ES otopina je za ekvilibraciju puferirana HEPES-om formule Medium-199 koja sadrzi gentamicin sulfat,
po 7,5 % (v/v) dimetil sulfoksida (DMSO) i etilen glikola te 20 % (v/v) proizvoda Dextran Serum Supplement (DSS).
Vitrification Solution-VS otopina je za vitrifikaciju puferirana HEPES-om formule Medium-199 koja sadrzi gentamicin sulfat,
po 15 % (v/v) DMSO-a i etilen glikola, 20 % (v/v) DSS-a te 0,5 M saharoze.
DSS je proteinski dodatak koji se sastoji od 50 mg/ml humanog serumskog albumina (HSA) terapijske kvalitete i 20 mg/ml dekstrana.
DSS se upotrebljava u koncentraciji od 20 % (v/v) u kompletu Vit Kit-Freeze, ¢ime se postize ukupna kona¢na koncentracija
od 10 mg/ml HSA i 4 mg/ml dekstrana.
Ove se dvije otopine moraju upotrebljavati sekvencijalno prema postepenom protokolu vitrifikacije za mikrokapi.

SASTAV
Soli i ioni Prolin Ostalo Piridoksin
Natrijev klorid Tirozin Adenin sulfat Natrijev bisulfit
Natrijev fosfat Alanin Deoksiriboza Folna kiselina
Kalijev klorid Asparaginska kiselina Riboza Alfa-tokoferol
Magnezijev sulfat Glutaminska kiselina Gvanin Antibiotici
Natrijev acetat Izoleucin Uracil Gentamicin sulfat
Kalcijev klorid Leucin Ksantin Energetski supstrati
Kolin Klorid Metionin Timin ﬂ?za—p_
Zeljezov nitrat Fenilalanin Hipoksantin Inozitol
Pufer Serin Adenozin . L
Natrijev bikarbonat Treonin Vitamini i minerali Bjelancevina i
HEPES Tnptofan Kalciferol Humani serumski albumin
Pokazateli pH V:_anlm o Askorbinska kiselina Kriozastitno sredstvo
F i Hidroksiprolin Aminobenzojeva kiselina Dekstran

enolno crvenilo Cistin s Jova Saharoza
Aminokiseline Cistein N!kot!nskq Kiselina Etil likol
ArgT o Nikotinamid o tlen-giikol
Glein Antioksidans Pantotenska kiselina Dimetilsulfoksid
Histidin Glutation Rllbof.lavm Voda
Lizin TllafT.Nn Voda kvalitete za injekcije

Biotin

OSIGURAVANJE KVALITETE

Otopine u kompletu Vit Kit-Freeze membranski su filtrirane i asepticki obradene prema potvrdenim proizvodnim postupcima.
Svaka 8arza kompleta Vit Kit-Freeze ispituje se sljedecim ispitivanjima:
Otopine i proizvodi CryoTip.

Endotoksin prema metodologiji Limulus amebocitnog lizata (LAL) (< 0,6 EU/ml)

Analiza mi§jeg embrija (jedna stanica) (= 80 % proSirena blastocista)

Sterilnost prema trenutaénom testu sterilnosti Americke farmakopeje (USP) <71> (prolazan rezultat)

Svi se rezultati biljeZe na potvrdi o analizi za specificnu $arZu koja je dostupna na upit.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU UKLJUGENI U OPSEG ISPORUKE

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (kataloki br. 40709) ili slamka HSV Straw (katalo$ki br. 25246-25251) ili uredaj Cryolock™
(kataloski br. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)

+  Prikljucak Irvine Scientific, LLC (katalo$ki br. 40736) ili drugi prilagodnik

+  Sterilne Petrijeve zdjelice (50 x 9 mm, Falcon 351006 ili proizvod jednake kvalitete)

+ Krioepruvete (4,5 ml) i ¢aSice ili aluminijski drzaci (cryocanes)

+ Kultivacijski medij Modified HTF — HEPES (katalo$ki br. 90126) s dodanim proteinom

+ Hijaluronidaza (katalo$ki br. 90101)

+ Rukavice za jednokratnu uporabu

+ Strcaljka Hamilton GASTIGHT® (50 pl, katalo$ki br. 80901) ili drugi alat za aspiraciju

+ Prijenosne pipete (pipete od vucenog stakla ili vrci mikropipeta s unutarnjim promjerom vréka od ~200 um)

+ Pinceta ili hvataljka

+ Impulsni toplinski uredaj za brtvljenje

+Uredaj za brtvljenje SYMS za slamku HSV Straw

« Stoperica ili broja¢ vremena

+ Spremnik za tekuci dusik (vakuumska boca ili spremnik od stiropora s poklopcem, volumen 1 -2 1)

+Teku¢i dusik (dovoljan volumen da dubina u spremniku bude 4 in¢a (10 cm))
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UPUTE ZA UPORABU
Zahtjevi za komponente kompleta Vit Kit-Freeze (za svaku primjenu):

Equilibration Solution (ES):

60 pl za protokol vitrifikacije za oocite

ili

50 pl za protokol vitrifikacije za embrije

Vitrification Solution (VS):

50 pl za protokol vitrifikacije

1 CryoTip ili HSV Straw ili Cryolock (za pohranu do 2 uzorka)
1 priklju¢ak

PROTOKOL VITRIFIKACIJE:
NAPOMENA: Vrsite postupke na sobnoj temperaturi (20 — 27 °C). NE upotrebljavajte zagrijani stoli¢ mikroskopa za sljede¢e
postupke. OPREZ: Sto manje izlazite uzorak svjetlosti tijekom ekvilibracije u otopinama ES i VS.

1.

o0~ w

A

Zagrijte na sobnu temperaturu (20 — 27 °C) potrebnu koli¢inu otopina ES i VS. NAPOMENA: Ne zagrijavajte cijele ampule
otopina ES i VS na sobnu temperaturu ako svaki put trebate samo dio otopine. Bolje je odrediti alikvote za koli¢inu koju ¢ete
upotrijebiti i odmah nakon toga vratiti ampule na 2 — 8 °C. Medij Modified HTF (HEPES) s proteinom takoder je potreban
za protokol vitrifikacije za oocite.

Napunite tekuéim duSikom spremnik za tekuci dusik (dovoljno da postigne dubinu od 4 in¢a (10 cm) ili da krioepruveta
na drzacu bude potpuno uronjena) i poloZite ga blizu mikroskopa. Pri¢vrstite krioepruvetu ili ¢adicu (bez ¢epa) na donju
stezaljku aluminijskog drzaca i uronite je u teku¢i dusik da biste je pripremili za €uvanje vitrificiranih uzoraka.

Odredite broj uzoraka koje cete vitrificirati.

Zabiljezite potrebne podatke na svaku sterilnu Petrijevu zdjelicu (ili poklopac) i uredaj za kriogenu pohranu.

Prije upotrebe njezno dvaput preokrenite svaku ampulu otopine ES i VS da biste promijesali sadrzaj.

Pripremite zdjelicu s kapljicama otopina za vitrifikaciju kako slijedi:

Protokol vitrifikacije za OOCITE (MIl):

NAPOMENA 1: Ogolite preuzete oocite hijaluronidazom da biste potvrdili jesu li u metafazi Il (MII).
NAPOMENA 2: Informacije o protokolu vitrifikacije za embrije potrazite u odjeljku B.

1.

Asepticki dodajte kap od 20 pl kultivacijskog medija, Modified HTF - HEPES s proteinom, i ES u neposrednoj blizini

na preokrenuti poklopac sterilne Petrijeve zdjelice kako je prikazano na slici 1. te poloZite zdjelicu na stoli¢ mikroskopa:

+ jednu kap medija Modified HTF (HEPES s proteinom) od 20 pl

+ tri kapi otopine ES od 20 pl (ukupno 60 pl) (ES1, ES2, ES3)

Izvadite iz inkubatora zdjelicu za kultivaciju s oocitima u metafazi Il i provjerite koli¢inu uzoraka pod mikroskopom.

Ako je moguce, odaberite oocit(e) u metafazi Il samo najbolje kvalitete.

OPREZ: Sto manje izlazite uzorak (uzorke) svjetlosti tijekom ekvilibracije u kapljicama H, ES i VS.

Prenesite oocit (do 2 odjednom) s minimalnim volumenom medija iz zdjelice za kultivaciju (u inkubatoru) u kap H od 20 pl

na jednu minutu.

Spojite kap H s otopinom ES1 (vidi sl. 1., strelicu 1.) vrSkom prijenosne pipete i pustite da se spontano mijeanje dviju

otopina odvija 2 minute.

Zatim spojite kap otopine ES2 (strelica 2.) s prethodno spojenim kapima i ostavite 2 minute.

Prenesite oocit(e) s minimalnim volumenom otopine iz spojene kapi u kap otopine ES3 na 6 — 10 minuta. Napomena:

ekvilibracija oocita u ES3 gotova je kad se ujednaci debljina zone pellucide i prostora perivitelina. Oocit(i) ¢e se natalozZiti

na dno kapi unutar 3 minute.

Tijekom ekvilibracije u ES3:

Asepticki dodajte jednu (1) kap otopine VS2 od 50 pl dvije minute prije zavrSetka ekvilibracije i pripremite CryoTip (sl. 3.),

HSV Straw (sl. 4.) ili Cryolock (sl. 5.) za punjenje:

NAPOMENA: Prije postupka pomno ispitajte uredaj za vitrifikaciju i drzak.

+ CryoTip: priévrstite Strcaljku Hamilton ili odgovarajuéi alat za aspiraciju s pomocu priklju¢ka ili prilagodnika da biste
osigurali ¢vrstu zabrtvljenost. NAPOMENA: ZadrZite metalnu ovojnicu preko fino izvucenog vrska da biste ga zastitili
dok ne budete spremni staviti uzorke.

+ HSV Straw: privrstite dulji kraj plavoga plasti¢nog uredaja za umetanje na obojeni kraj $tapi¢a za rukovanje.

+ Cryolock: odvojite ¢ep.

Sliedece korake (9 — 13) valja zavrsiti unutar 80 — 110 sekundi. OPREZ: Ogranicite izlaganje uzoraka otopini VS da

ne bi doSlo do citotoksi¢nosti. Budu¢i da uzorak (uzorci) obi¢no plutaju u otopini VS, prilagodite fokus kroz mikroskop

da biste zadrzali stalnu vidljivost tijekom izlaganja i drZite vrSak prijenosne pipete u blizini da biste osigurali brz prijenos

izmedu kapi VS. Pogledajte sliku 6.

Nakon §to zavrsi ekvilibracija u otopini ES, uzmite malo otopine ES prijenosnom pipetom i prenesite uzorak (uzorke)

s minimalnim volumenom iz kapi otopine ES u kap otopine VS na 30 sekundi.

Napunite i zabrtvite CryoTip na sljedeci nacin (pogledajte sliku 7.a):

+ Povucite metalnu ovojnicu po slamki CryoTip da biste otkrili fini, krhki vr$ak.

+ Dok promatrate pod mikroskopom, s pomo¢u slamke CryoTip i trcaljke Hamilton paZljivo aspirirajte mali volumen otopine
VS do 1. oznake na slamki CryoTip.

+ Nastavite promatrati pod mikroskopom i njezno aspirirajte uzorak s otopinom VS do 2. oznake na slamki CryoTip.

+ Sada izravno promatrajte CryoTip i aspirirajte jo$ otopine VS do 3. oznake.
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+ Uzorak se mora nalaziti izmedu 2. i 3. oznake.

+Toplinski zabrtvite (1. brtva) CryoTip na 1. oznaci (ili odmah ispod nje) te povucite ovojnicu prema dolje da biste pokrili
i zastitili fini, krhki vr$ak.

+ Pazljivo uklonite CryoTip s alata za aspiraciju i prilagodnika te zatim toplinski zabrtvite (2. brtva) debeli kraj slamke
CryoTip iznad 4. oznake.

+Uronite pokriveni CryoTip izravno u teku¢i dusik (hladenje brzinom od —12.000 °C/min) (pogledajte sliku 7.b).

Napunite i zabrtvite slamku HSV Straw na sljedeci nacin:

+Mikropipetom pazljivo stavite uzorak (uzorke) u Zlijeb kapilarnog $tapi¢a 1 mm od kraja. Kap koja sadrzi uzorak (uzorke)
mora biti manja od 0,5 l. Stavite najvie 2 oocita ili embrija u svaki kapilarni $tapic.

+ Odmah stavite kapilarni $tapi¢ i instrument za umetanje u slamku te gurajte dok pravokutni dio instrumenta za umetanje
ne dode u dodir s trapezastim krajem slamke.

+ Blago stisnite slamku izmedu palca i kaziprsta te uklonite uredaj za umetanje.

+ Dok jo$ drzite slamku na mjestu, zabrtvite otvoreni kraj s pomoc¢u uredaja za brtvljenje SYMS.

+ Pincetom drzite slamku na podruéju Stapi¢a za rukovanje.

* Brzo okomito uronite cijelu slamku u tekuéi dusik (LN,). Njezno mijeSajte LN, slamkom nekoliko sekundi da biste sprijeili
stvaranje izolacijskog sloja zraénih mjehuri¢a oko slamke.

Napunite uredaj Cryolock kako slijedi:

+  Mikropipetom pazljivo stavite najviSe 2 uzorka na udubljenu povrsinu vr$ka (na istoj se strani nalazi logotip Cryolock)
otprilike 3 mm (1/8") od ruba vr8ka (upotrijebite crnu oznaku za orijentaciju) te pritom uklonite viSak kriozastitne otopine
i ostavite $to manje vitrifikacijskog medija (< 1 pl).

* Opcija A: Prije nego $to uronite Cryolock u tekuci dusik (LN,), odmah paZljivo umetnite vrSak u cep i Evrsto ga zavréite
dok se ne ugvrsti.

* Opcija B: Odmah uronite vrsak i ¢ep u tekuci dusik (LN,). Pricekajte da pjenusanje prestane da biste omogucili ekvilibraciju.
Pazljivo umetnite vrSak u ¢ep i Evrsto ga zavrcite dok se ne ucvrsti.
NAPOMENA: Opcija B nije odobrena u SAD-u.

+ Brzo zaronite Cryolock u tekuc¢i dusik.
NAPOMENA: Uvijek ¢uvaijte Cryolock tako da je ¢ep okrenut prema dolje.

11. Stavite vitrificirani CryoTip, HSV Straw ili Cryolock u uronjenu krioepruvetu ili ¢asicu (na aluminijskom drzacu) ispunjenu
tekucim dusikom (LN,). Stavite Cep na krioepruvetu (ili CaSicu) ili je pricvrstite preokrenutu s jo$ jednom nezaceplienom
krioepruvetom da biste osigurali vitrificirani uredaj u tekuéem dusiku.

12. Primaknite spremnik tekuceg dusika (LN,) kriozamrzivacu s LN, i prenesite aluminijski drzaC sa sadrzajem u kriozamrzivat
na dugoro¢nu pohranu.

B. EMBRUJI (od pronuklearnog stadija do stadija blastociste):
Protokol vitrifikacije:
1. Asepticki dodajte jednu kap otopine ES od 50 ul na preokrenuti poklopac Petrijeve zdjelice.
2. lzvadite iz inkubatora zdjelicu za kultivaciju s embrijem (embrijima) i provjerite koli¢inu uzor(a)ka pod mikroskopom.
Ako je moguce, za vitrifikaciju odaberite samo embrio (embrije) najbolje kvalitete.
3. Pazljivo prenesite uzorak (do dva odjednom) s minimalnim volumenom medija iz zdjelice za kultivaciju u kap otopine
ES i pokrenite broja¢ vremena.
Embriji bi se trebali polako slobodnim padom ekvilibrirati u kapi otopine ES 6 — 10 minuta.
Napomena: Uzorak ¢e se smanjiti i zatim postupno vratiti u prvotnu veli¢inu, $to znaci da je ekvilibracija gotova.
OPREZ: Sto manje izlazite uzorak (uzorke) svjetlosti tijekom ekvilibracije u kapljicama otopina ES i VS.
4. Tijekom ekvilibracije u otopini ES:
+ Postavite jednu kap otopine VS od 50 pl kako je prikazano na slici 8. i pripremite CryoTip, HSV Straw ili Cryolock
za punjenje.
Slijedite prethodno navedeni protokol (odjeljak A — Protokol vitrifikacije za oocite (MIl)) od 9. do 12. koraka u odnosu
na izlaganje otopinama VS, punjenje proizvoda CryoTip, HSV Straw ili Cryolock, uranjanje u teku¢i dusik (LN,) i dugoroénu pohranu.
Za dodatne pojedinosti o primjeni ovih proizvoda svaki laboratorij treba prougiti vlastite laboratorijske postupke i protokole koji
su posebno razvijeni i optimirani za njihov individualni medicinski program.

UPUTE O SKLADISTENJU I STABILNOST

Neotvorene ampule skladistite u hladnjaku na temperaturi od 2 °C do 8 °C. Kada se otopine iz kompleta Vitrification Freeze Kit
skladi$te prema uputama, stabilne su do roka valjanosti navedenog na naljepnicama ampula.

Ne upotrebljavajte medije dulje od osam (8) tjedana nakon otvaranja spremnika.

Buduéi da proizvod sadrzi materijal ljudskog podrijetla, u njemu mogu nastati Cestice tijekom skladiStenja. Nije poznato
da ta vrsta Cestica ikako utje¢e na funkciju proizvoda.

MJERE OPREZA | UPOZORENJA

Ovaj je proizvod namijenjen samo osoblju koje je obuceno za postupke potpomognute oplodnje. Ti postupci ukljuéujuu predvidenu
primjenu za koju je proizvod namijenjen.

Ustanova u kojoj se upotrebljava ovaj proizvod odgovorna je za osiguravanje sljedivosti proizvoda i mora postupati u skladu
s nacionalnim propisima o sljedivosti, kada je to primjenjivo.

Kao dodatnu mjeru opreza tijekom pripreme preporucujemo da pazljivo proucite svaku slamku CryoTip kada je izvadite iz pakiranja.
Prije uporabe proucite slamke CryoTip pod odgovaraju¢im uve¢anjem (40x) i provjerite je |i tijekom transporta do$lo do eventualne
Stete (npr. slomljenih vraka ili pukotina).
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Ne upotrebljavajte nijednu ampulu s otopinom koja pokazuje znakove Stete, curenja, ¢estica, zamagljenja ili promjene boje.
Odlozite proizvod u otpad prema mjerodavnim propisima.

Da biste izbjegli probleme s kontaminacijom, rukujte s pomocu aseptickih tehnika.

U najnovijoj istrazivackoj literaturi navedeno je da su i dalje nepoznati dugorocni ucinci vitrifikacije na oocite i embrije.

Ne upotrebljavajte nijednu bocicu ¢ijem je pakiranju narusena sterilnost.

EU: Standardne mjere za sprec¢avanje infekcija koje su uzrokovane upotrebom medicinskih proizvoda pripremljenih od ljudske krvi
ili plazme uklju¢ujuci odabir davatelja, probir pojedinih davanja i sjedinjenja plazme za specificne markere infekcije te primjenu
ucinkovitih proizvodnih koraka za inaktivaciju/uklanjanje virusa. Unato¢ tome nije moguce potpuno isklju¢iti moguénost prijenosa
zaraznih agensa kada se daju proizvodi od ljudske krvi ili plazme. To takoder vrijedi za nepoznate ili novonastale viruse ili druge
patogene. Nisu prijavljeni dokazani prijenosi virusa albuminom koji je proizveden utvrdenim postupcima prema specifikacijama
Europske farmakopeje. Preporucujemo da pri svakom davanju reproduktivnih kultivacijskih medija drustva Irvine Scientific, LLC
pacijentima zabiljezite naziv i serijski broj proizvoda da biste odrzali vezu izmedu pacijenta i serije proizvoda.

SAD: Ovaj proizvod sadrzi Human Serum Albumin (HSA). Materijal humanog podrijetla koristen u proizvodnji ovoga proizvoda
ispitan je s pomoc¢u kompleta koje je odobrila ameri¢ka Agencija za hranu i lijekove te je utvrdeno da ne reagira na protutijela
na hepatitis C (HCV) ni na protutijela na virus humane imunodeficijencije (HIV). Medutim, nijednom ispitnom metodom nije
moguce potpuno potvrditi da proizvodi ljudskog podrijetla nisu zarazni. Rukujte svim materijalima ljudskog podrijetla kao da
su u stanju prenijeti infekciju i primjenjujte univerzalne mjere opreza. Davatelji materijala za proizvode ljudskog podrijetla
takoder su pregledani u odnosu na Creutzfeld-Jakobovu bolest (CJD).

KONTRAINDIKACIJA
Proizvod sadrzi gentamicin sulfat. Poduzmite odgovarajuce mjere opreza da biste osigurali da pacijent nije osjetljiv na ovaj antibiotik.
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MALTI

TWISSIJA GHALL-UE: Ghall-Uzu Professjonali Biss.

INDIKAZZJONI GHALL-UZU
Vit Kit-Freeze huwa mahsub ghall-uzu fil-pro¢eduri ta’ riproduzzjoni assistita ghall-vitrifikazzjoni u I-hazna ta’ oogiti tal-umani (Mll),
zigoti pronukleari (PN) permezz ta’ embrijuni fl-istadju tal-gsim tat-3 jum u embrijuni f-istadju tal-blastocist. Dan il-kitt huwa ddisinjat

ghall-uzu ma’ CryoTip (Katalgu #40709), u Vitrification Thaw Kit (Vit Kit-Thaw) ghall-ahjar irkupru tal-kampjuni.
DESKRIZZJONI TAL-APPARAT

Equilibration Solution-ES hija soluzzjoni ta’ Medium-199 ibbaferjata b’HEPES li fiha gentamicin sulphate, 7.5% (v/v) ta’ kull

DMSO u ethylene glycol u 20% (v/v) ta’ Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification Solution-VS hija soluzzjoni ta’ Medium-199 ibbaferjata b’HEPES li fiha gentamicin sulphate, 15% (v/v) ta’ kull DMSO
u ethylene glycol, 20% (v/v) DSS u 0.5 M sucrose.

DSS huwa suppliment tal-proteini li jikkonsisti f50 mg/mL ta’ grad terapewtiku ta’ Albumina ta’ Serum Uman (HSA) u 20 mg/mL
Dextran. DSS jintuza f’konéentrazzjoni ta’ 20% (v/v) f Vit Kit-Freeze ghal kon¢entrazzjoni finali ta’ 10 mg/mL HSA u 4 mg/mL Dextran.

Dawn iz-zewg soluzzjonijiet ghandhom jintuzaw f'sekwenza skont il-protokoll ta’ step-wise microdrop vitrification (vitrifikazzjoni

progressiva ta’ gtar ta’ dags mikro).

GHAMLA

Mluha u Joni
Sodium Chloride
Sodium Phosphate
Potassium Chloride
Magnesium Sulfate
Sodium Acetate
Calcium Chloride
Choline Chloride
Ferric Nitrate

Buffer

Sodium Bicarbonate
HEPES

Indikatur tal-pH
Phenol Red

Acidi Amminici
Arginine

Glycine

Histidine

Lysine

Proline
Tyrosine
Alanine
Aspartic Acid
Glutamic Acid
Isoleucine
Leucine
Methionine
Phenylalanine
Serine
Threonine
Tryptophan
Valine
Hydroxyproline
Cystine
Cysteine
Antiossidant
Glutathione

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA
Is-soluzzjonijiet ta’ Vit Kit-Freeze huma moghddija minn filtru ta” membrana u pprocessati b'mod asettiku b’konformita.

Kull lott ta’ Vit Kit-Freeze isirulu t-testijiet i gejjin:
Soluzzjonijiet u CryoTips.

Ohrajn
Adenine Sulfate
Deoxyribose
Ribose
Guanine

Uracil

Xanthine
Thymine
Hypoxanthine
Adenosine

Vitamini u Minerali
Calciferol

Ascorbic Acid
Aminobenzoic Acid
Nicotinic Acid
Nicotinic Acid Amide
Pantothenic Acid
Riboflavin

Thiamine

Biotin

Endotossina bil-metodologija Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0.6 EU/mL)
Mouse Embryo Assay (b’¢ellola wahda) (= 80% tal-blastocist estiz)
Sterilita permezz ta’ Test ta’ Sterlita attwali tal-USP <71> (Rizultat Pozittiv)

Ir-rizultati kollha huma rrapportati fug Certifikat ta’ Analizi specifiku ghal-lott li huwa disponibbli meta mitlub.
MATERJALI MEHTIEGA IZDA MHUX INKLUZI

+ lrvine Scientific, LLC CryoTip (Katalgu #40709) jew HSV Straw (Katalgu #25246-25251) jew Cryolock™

(Katalgu #CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-0)
+ Irvine Scientific, LLC Connector (Katalgu #40736) jew adattur iehor
+ Dixxijiet petri sterili (50 X 9 mm, Falcon 351006 jew ekwivalenti)

+ Tubi krijogenici (4.5 mL) jew goblets u cryocanes
+ Modified HTF - HEPES (Katalgu #90126) midjum ghall-koltura supplimentat bil-proteini

+ Hyaluronidase (Katalgu #90101)
+ Ingwanti li jintremew wara I-uzu

+ Siringa Hamilton GASTIGHT® (50 L, Katalgu #80901) jew ghodda ohra tal-aspirazzjoni

Pyridoxine

Sodium Bisulfite
Folic Acid
Alpha-Tocopherol
Antibijotici
Gentamicin Sulfate

Substrati tal-Energija
Glucose
Inositol

Proteini
Human Serum Albumin

Krijoprotettant
Dextran

Sucrose
Ethylene Glycol
Dimethylsulfoxide

lima
Kwalita tal-WF|

+  Pipetti ghat-trasferiment (pipetti tal-hgie§ migbud jew ponot tal-mikropipetti b’dijametru intern tal-ponta ta’ ~200 pym)

+  Pinzetti jew tnaljetti

+ Taghmir tal-Issigillar bis-Shana bl-Impulsi

+ Taghmir tal-Issigillar SYMS ghall-HSV Straw

+ Kronometru jew taghmir li jzomm il-hin
+  Kontenitur ghan-nitrogenu likwidu (kontenitur dewar jew tal-istyrofoam bl-ghatu, volum ta’ 1-2 L)

+ Nitrogenu likwidu (volum bizzejjed biex jilhaq fond ta’ 4 pulzieri (10 cm) fil-kontenitur)
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ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU
Komponimenti mehtiega ta’ Vit Kit-Freeze (ghal kull applikazzjoni):

Equilibration Solution (ES):

60 pL ghall-Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-Oogiti

Jew

50 pL ghall-Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-Embrijuni
Vitrification Solution (VS):

50 pL ghall-Protokoll tal-Vitrifikazzjoni

1 CryoTip jew HSV Straw jew Cryolock (jesa’ sa 2 kampjuni)
1 Konnettur

PROTOKOLL TAL-VITRIFIKAZZJONI:
NOTA: Il-proéeduri ghandhom isiru ftemperatura ambjentali (20-27°C). TUZAX pjattaforma tal-mikroskopju msahhna ghall-
proceduri li gejjin. ATTENZJONI: Imminimizza I-espozizzjoni tal-kampjun ghad-dawl waqt I-ekwilibrazzjoni fis-soluzzjonijiet ES u VVS.

1.

o0 ksw

A

Gib il-kwantita ta’ ES u VS li ghandha tintuza ghal temperatura ambjentali (20-27°C). NOTA: Evita li ggib il-kunjetti kollha
ta’ ES u VS ghal temperatura ambjentali ripetutament meta tkun mehtiega parti parzjali tas-soluzzjoni kull darba. Ikun ahjar
li taghmel il-kwantita li ghandha tintuza f'alikwoti u tirritorna I-kunjetti ghal temperatura ta’ 2-8°C minnufih wara jsiru I-alikwoti.
Ghall-protokoll tal-vitrifikazzjoni tal-oociti huwa mehtieg ukoll HTF (HEPES) immodifikat.

Imla I-kontenitur tan-nitrogenu likwidu bin-nitrogenu likwidu (bizzejjed biex tilhaq fond ta’ 4 pulzieri (10 cm) jew biex tghaddas
kompletament it-tubu krijogeniku fuq il-bastun) u poggih vicin il-mikroskopju. Wahhal tubu krijogeniku jew goblet (minghajr
tapp) mal-morsa tal-giegh ta’ cryocane u ghaddas fin-nitrogenu likwidu bi preparazzjoni ghall-hazna tal-kampjuni vvitrifikati.
Stabbilixxi n-numru ta’ kampjuni li ghandhom jigu vvitrifikati.

Wahhal tikketta bl-informazzjoni mehtiega ma’ kull Petri dixx (jew ghatu) sterili u taghmir tal-hazna Cryo.

Bil-mod aqleb kull kunjett ta’ ES u VS rasu 'l isfel darbtejn biex thawwad il-kontenut gabel I-uzu.

Ipprepara d-dixx bil-gtar tas-soluzzjonijiet ghall-Pro¢edura tal-Vitrifikazzjoni kif gej:

Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-OOCITI (MII):

NOTA 1: L-oo¢iti migbura ghandhom jitnezzghu b’Hyaluronidase biex jigi kkonfermat li huma MII.
NOTA 2: Irreferi ghat-Tagsima B ghall-protokoll tal-vitrifikazzjoni tal-embrijuni.

1.

Iddispensa b'teknika asettika qatra ta’ 20 L tal-midjum ghall-koltura, modified HTF - HEPES bil-proteini, u ES vi¢in tal-ghatu

bil-maglub ta’ Petri dixx sterili kif muri fil-Figura 1, u poggi d-dixx fugq il-pjattaforma tal-mikroskopju:

+ qatra wahda ta’ 20 pL ta’ Modified HTF (HEPES bil-proteini)

+ tliet qatriet ta’ 20 uL (total ta’ 60 pL) ta’ ES (ES1, ES2, ES3)

Nehhi d-dixx tat-tkabbir tal-koltura i fih I-oo¢iti MII mill-inkubatur u ¢éekkja I-kwalita tal-kampjuni bil-mikroskopju.

Fejn possibbli, ghazel biss I-oo¢iti tal-istadju MII tal-ahjar kwalita.

ATTENZJONI: Imminimizza I-espozizzjoni tal-kampjun(i) ghad-dawl waqt I-ekwilibrazzjoni fil-qtar H, ES u VS.

Ittrasferixxi l-0o€iti (sa 2 kull darba) b’volum minimu ta’ midjum mid-dixx tat-tkabbir tal-koltura (fl-inkubatur) fil-qatra ta’ 20 uL

ta’ H ghal minuta wahda.

Ghaqqad il-gatra H ma’ ES1 (Ara Fig. 1, vlegga 1) bil-ponta tal-pipetta tat-trasferiment u stenna li jsehh t-tahlit spontanju

taz-zewg soluzzjonijiet ghal 2 minuti.

Imbaghad ghaqgad il-qatra ta’ ES2 (vlegga 2) mal-qtar maghquda gabel u hallihom ghal 2 minuti.

Ittrasferixxi l-oo¢iti b’volum minimu tas-soluzzjoni mill-qatra maghquda ma’ gatra ta’ ES3 ghal 6-10 minuti. Nota: I-ekwilibrazzjoni

tal-oociti FES3 hija kompluta meta I-hxuna taz-zona pellucida tkun dags I-ispazju tal-perivitelline. L-oo¢iti jinzlu fil-giegh

tal-gatra fi zmien 3 minuti.

Matul il-perjodu tal-ekwilibrazzjoni fES3:

Iddispensa b'teknika asettika gatra wahda (1) ta’ 50 L ta’ VS 2 minuti gabel ma titlesta kompletament |-ekwilibrazzjoni

u pprepara I-CryoTip (Fig. 3), HSV Straw (Fig. 4), jew Cryolock (Fig. 5) ghall-applikazzjoni:

NOTA: Ezamina t-taghmir tal-vitrifikazzjoni u I-ponta bir-reqqa qabel tibda I-pro¢edura

+ CryoTip: qabbad mas-siringa Hamilton jew ma’ ghodda tal-aspirazzjoni xierqa bl-uzu ta’ konnettur jew adattur biex
tiggarantixxi gheluq ermetiku. NOTA: Zomm i il-kopertura tal-metall fug il-ponta fina estratta biex tipprotegiha sakemm
tkun lest biex tghabbi -kampjuni.

+ HSV Straw: qabbad l-itwal tarf tat-taghmir ghall-inserzjoni tal-plastik blu mat-tarf ikkulurit tal-virga tal-manipulazzjoni.

+ Cryolock: nehhi t-tapp.

II-fazijiet (9-13) li gejjin ghandhom jitlestew fi zmien 80-110 sekondi. ATTENZJONI: L-espozizzjoni tal-kampjuni ghall-VS

ghandu jkun limitat biex tipprevjeni ¢-Citotossicita. Il-kampjun(i) normalment jitla’(jitilghu) fil-wic¢ tal-VS, ghalhekk aggusta

I-iffokar permezz tal-mikroskopju biex izzomm vizwalizzazzjoni kontinwa matul |-espozizzjoni u zomm it-tarf tal-pipetta

tat-trasferiment vicin biex tiggarantixxi t-trasferiment rapidu bejn il-qatriet tal-VS. Irreferi ghal Figura 6.

Wara i titlesta I-ekwilibrazzjoni fI-ES, igbed ftit ES fil-pipetta tat-trasferiment u ttrasferixxi I-kampjun(i) bil-volum minimu

mill-qatra ta’ ES fil-qatra ta’ VS ghal 30 sekonda.

Ghabbi u ssigilla bis-shana I-CryoTip kif gej (Ara I-Figura 7a):

+ Zerzaq il-kopertura tal-metall 'il fug mat-tul tal-CryoTip biex tesponi t-tarf fragli tal-ponta fina.

+ Wagqt li timmanipula I-CryoTip u s-siringa Hamilton u waqt li tosserva bil-mikroskopju, igbed bil-mod volum zghir
ta’ VS sal-Marka #1 fuq il-CryoTip.

+  Kompli osserva bil-mikroskopju u bil-mod igbed il-kampjun bil-VS sal-Marka #2 fugq il-CryoTip.

+ Issa osserva I-CryoTip direttament u igbed aktar VS sal-Marka #3.

+ ll-kampjun ghandu jkun bejn il-Marka #2 u |-Marka #3.
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+ Issigilla bis-shana (Sigill #1) I-CryoTip fuq (jew direttament taht) il-Marka #1, u zerzaq is-sleeve tal-kopertura lura 'l isfel
biex tghatti u tipprotegi I-ponta fina u fragli.

+Nehhi |-CryoTip bil-mod mill-ghodda tal-aspirazzjoni u l-adattur u mbaghad issigilla bis-shana (Sigill #2) fit-tarf wiesa’
tal-CryoTip il fuq mill-Marka #4.

+ Ghaddas il-CryoTip mghottija direttament fin-nitrogenu likwidu (iffrizar b'rata ta’ —=12,000° C/min) (Ara I-Figura 7b).

Ghabbi u ssigilla I-HSV straw kif gej:

+  Bl-uzu ta’ mikropipetta, iddepozita I-kampjuni b’'mod delikat fil-kanal tal-virga kapillari 1 mm mit-tarf. Il-qatra li fiha I-kampjuni
trid tkun angas minn 0.5 pl. Massimu ta’ 2 oociti jew embrijuni ghal kull virga kapillari.

+ Immedjatament poggi I-virga kapillari u t-taghmir tal-inserzjoni fl-istraw u mbotta sakemm il-parti rettangolari tat-taghmir
tal-inserzjoni tmiss mat-tarf mahrug tal-istraw.

+ Aghfas I-istraw kemm kemm bejn is-saba’ I-kbir u subghajk u nehhi t-taghmir tal-inserzjoni.

+  Filwagt li tkompli zzomm I-istraw f'postu, issigilla t-tarf miftuh bl-uzu ta’ taghmir tal-issigillar SYMS.

+ Zomm l-istraw bl-uzu tal-pinzetta fiz-zona tal-virga tal-manipulazzjoni.

+ Ghaddas malajr I-istraw kollu fil-LN, f'pozizzjoni vertikali. Hawwad I-istraw b'mod delikat fil-LN, ghal ftit sekondi biex
tevita li jifforma saff ta’ bziezaq ta’ arja izolanti madwar l-istraw.

Ghabbi I-Cryolock kif gej:

+ Bl-uzu ta’ mikropipetta, bil-mod tella’” massimu ta’ 2 kampjuni fuq il-wic¢ konkav tal-ponta (fuq l-istess naha tal-logo
tal-Cryolock) madwar 3 mm (1/8") mit-tarf tal-ponta (uza |-marka s-sewda bhala referenza), nehhi xi soluzzjoni zejda
tal-krijoprotettant u halli I-angas volum possibbli ta’ midja tal-vitrifikazzjoni (< 1 L).

+ Opzjoni A: Qabel tghaddas il-Cryolock fil-LN,, dahhal immedjatament u b'mod delikat il-ponta fit-tapp u dawwar sewwa
sakemm ikun sigur.

* Opzjoni B: Immedjatament ghaddas il-ponta u t-tapp taht I-LN,. Stenna sakemm tieqaf il-formazzjoni tal-bZiezaq biex
tippermetti I-ekwilibrazzjoni. Bil-mod dahhal il-ponta fit-tapp, u dawwar sew sakemm tkun sigura bizzejjed.

NOTA: Ghazla B mhijiex awtorizzata ghall-uzu fl-Istati Uniti.

+ Malajr ghaddas il-Cryolock fin-nitrogenu likwidu.

NOTA: Dejjem ahzen il-Cryolock bit-tapp ihares 'l isfel.

1. Poggi I-CryoTip, HSV straw jew Cryolock ivvitrifikati fit-tubu krijogeniku jew goblet mghaddsa kompletament fil-LN,
(fuq il-cryocane). Aghmel tapp mat-tubu krijogeniku (jew goblet) jew wahhlu rasu 'l isfel ma’ tubu krijogeniku iehor minghajr
tapp sabiex izzomm it-taghmir ivvitrifikat fin-nitrogenu likwidu.

12. Ressaq il-kontenitur tal-LN, vi¢in il-friza krijogenika tal-LN, u ttrasferixxi I-cryocane bil-kontenut ghall-friza krijogenika ghall-
hazna fit-tul.

B. EMBRIJUNI (PN ghal Blastocist):
Protokoll tal-Vitrifikazzjoni:
1. Iddispensa b'teknika asettika gatra wahda ta’ 50 pL ta’ ES fuq ghatu bil-maglub ta’ Petri dixx.
2. Nehhi d-dixx tat-tkabbir bl-embrijuni mill-inkubatur u ¢¢ekkja I-kwalita tal-kampjun(i) bil-mikroskopju. Fejn hu possibbli, aghzel
biss I-embrijun(i) tal-ahjar kwalita ghall-vitrifikazzjoni.
3. lttrasferixxi I-kampjuni bl-attenzjoni (sa tnejn kull darba) b’volum minimu ta’ midjum mid-dixx tal-koltura ghall-qatra ta’ ES
u ixghel il-kronometru.
L-embrijuni ghandhom jekwilibraw fil-qatra ta’ ES bil-mod b’mod liberu ghal 6-10 minuti.
Nota: Il-kampjuni -ewwel jinxtorbu u mbaghad gradwalment jergghu lura ghall-gies originali taghhom, u b’hekk jindikaw
li I-ekwilibrazzjoni lesta.
ATTENZJONI: Imminimizza |-espozizzjoni tal-kampjun(i) ghad-dawl waqt I-ekwilibrazzjoni fil-qtar ES u VS.
4. Matul dan il-perjodu ta’ ekwilibrazzjoni fl-ES:
+ ipprepara qatra wahda ta’ 50 pL ta’ soluzzjoni ta’ V'S kif muri fil-Fig 8 u pprepara I-CryoTip, I-HSV Straw, jew il-Cryolock
ghall-applikazzjoni.
Segwi I-protokoll kif miktub hawn fug (Tagsima A - Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-Oo¢iti [MII]) mill-punti 9 sa 12 ghall-espozizzjoni
ghas-soluzzjonijiet VS, I-applikazzjoni tal-CryoTip, HSV Straw, jew Cryolock,l-immersjoni fil-LN, u I-hazna fit-tul.
Ghal aktar dettalji dwar I-uzu ta’ dawn il-prodotti, kull laboratorju ghandu jikkonsulta I-pro¢eduri u |-protokolli tal-laboratorju tieghu
li gew zviluppati u ottimizzati specifikament ghall-programm mediku individwali tieghek.
ISTRUZZJONIJIET GHALL-HAZNA U L-ISTABBILITA
Anzen il-kunjetti li ghadhom mhux miftuha fil-friza b'temperatura ta’ 2°C sa 8°C. Meta jinhaznu skont I-istruzzjonijiet, is-Soluzzjonijiet
tal-Vitrification Freeze Kit jibga’ stabbli sad-data tal-iskadenza murija fuq it-tikketti tal-kunjetti.
Tuzax il-midja ghal aktar minn tmien (8) gimghat minn meta jinfethu I-kontenituri.
Peress li I-prodott fih materjal minn sors uman jista’ jizviluppa xi materja partikolata matul il-hazna. Dan it-tip ta’ materja partikolata
mhux maghruf li ghandu effett fuq il-prestazzjoni tal-prodott.
PREKAWZJONWIET U TWISSUJIET
Dan it-taghmir huwa mahsub biex jintuza minn persunal imharreg fil-proceduri ta’ riproduzzjoni assistita. Dawn il-proceduri jinkludu
l-applikazzjoni mahsuba li ghaliha huwa intenzjonat dan it-taghmir.
II-facilita ta’ dan it-taghmir hija responsabbli biex izzomm it-tra¢¢abilita tal-prodott u trid tkun konformi mar-regolamenti nazzjonali
dwar it-traccabilita, fejn applikabbli.
Bhala prekawzjoni addizzjonali matul il-pro¢edura ta’ preparazzjoni, nirrakkomandaw li kull Cryotip jigi ezaminat bir-reqqa
meta jinhareg mill-pakkett. Qabel ma jintuzaw, il-CryoTips ghandhom ikunu ezaminati taht ingrandiment adegwat (potenza 40x)
ghall-identifikazzjoni ta’ xi hsarat (bhal ksur tal-ponta jew xquq) li setghu sehhew matul it-trasport.
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Tuzax xi kunjett tas-soluzzjoni li juri evidenza ta’ hsara, tnixxija, particelli, soluzzjoni mdardra jew varjazzjonijiet fil-kulur.
Armi |-prodott skont ir-regolamenti applikabbli.

Biex tevita problemi ta’ kontaminazzjoni, immanipula bl-uzu ta’ teknika asettika.

Bhalissa, il-letteratura tar-ricerka tindika li I-effetti fit-tul tal-vitrifikazzjoni fuq l-oociti u I-embrijuni ghadhom mhux maghrufa.
Tuzax flixkun jekk l-ippakkjar sterili tieghu jkollu |-hsara.

UE: Mizuri standard biex jigu evitati infezzjonijiet Ii jirrizultaw mill-uzu ta’ prodotti medicinali ppreparati minn demm jew plazma
umana jinkludu I-ghazla tad-donaturi, skrining ta’ donazzjonijiet individwali u ta’ lotts ta’ plazma ghal markaturi specifici ta’ infezzjoni,
u l-inkluzjoni ta’ mizuri effettivi fil-process tal-manifattura ghall-inattivazzjoni/tnehhija ta’ viruses. Minkejja dan, meta jinghataw
prodotti medicinali ppreparati minn demm jew plazma umana, il-possibbilta li organizmi infettivi jigu trazmessi ma tistax tigi eskluza
ghal kollox. Dan japplika wkoll ghal viruses u patogeni ohrajn mhux maghrufa jew godda. M’hemm I-ebda rapporti evidenzjati
ta’ trazmissjonijiet virali bl-albumina li kienet immanifatturata skont specifikazzjonijiet tal-Farmakopea Ewropea minn processi
stabbiliti. Hu rakkomandat bil-qawwa li kull darba li I-midjum ghall-koltura ta’ Irvine Scientific, LLC Reproductive Media Products
jinghata lil pazjent, I-isem u n-numru tal-lott tal-prodott jigu rregistrati sabiex tinzamm rabta bejn il-pazjent u I-lott tal-prodott.
L-Istati Uniti: Dan il-prodott fih Human Serum Albumin (HSA). Il-materjal ta’ sors uman uzat fil-manifattura ta’ dan il-prodott gie
ttestjat minn kitts licenzjati mill-FDA u ntwera li mhumiex reattivi ghall-antikorpi tal-Epatite C (HCV), u ghall-antikorpi tal-Virus
tal-lmmunodefi¢jenza Umana (HIV). Madankollu, I-ebda metodu tal-ittestjar ma jista’ joffri assigurazzjoni assoluta li |-prodotti
ta’ sors uman mhumiex infettuzi. lttratta kull materjal li gej minn sors uman dags li kieku jkun kapaci jittrazmetti I-infezzjoni,
billi tuza prekawzjonijiet universali. Donaturi tal-materjal tas-sors gew ittestjati wkoll ghal CJD.

KONTRAINDIKAZZJONI
Il-prodott fih Gentamicin Sulfate. Ghandhom jittiehdu prekawzjonijiet adegwati biex ikun zgurat li I-pazjent mhuwiex sensitizzat
ghal dan I-antibijotiku.
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SLOVENSCINA
OPOZORILO ZA EU: Samo za profesionalno uporabo.

INDIKACIJE ZA UPORABO

Vit Kit-Freeze je namenjen za uporabo v postopkih asistirane reprodukcije za vitrifikacijo in shranjevanje ¢loveskih oocitov (MIl),
pronuklearnih (PN) zigot prek zarodkov 3. dne cepitve in zarodkov v fazi blastociste. Ta komplet je zasnovan za uporabo s CryoTip
(kataloska $t. 40709) in kompletom za odtajanije vitrifikacije (Vit Kit-Thaw) za optimalno obnavljanje vzorcev.

OPIS PRIPOMOCKA
Equilibration Solution-ES je pufrana raztopina HEPES medija-199, ki vsebuje gentamicin sulfat, po 7,5 % (v/v) dimetil sulfoksida
(DMSO) in etilenglikola ter 20 % (v/v) dopolnila seruma z dekstranom (DSS).

Vitrification Solution-VS je pufrana raztopina HEPES medija-199, ki vsebuje gentamicin sulfat, po 15% (v/v) dimetil sulfoksida
(DMSO) in etilenglikola, 20 % (v/v) dopolnila seruma z dekstranom (DSS) in 0,5 M saharoze.

DSS je beljakovinski dodatek, ki je sestavljen iz 50 mg/ml humanega serumskega albumina (HSA) terapevtske kakovosti
in 20 mg/ml dekstrana. DSS se uporablja pri koncentraciji 20 % (vol. %) v kompletu Vit Kit-Freeze za ustvarjanje kon¢ne
koncentracije 10 mg/ml HSA in 4 mg/ml dekstrana.

Ti dve raztopini se uporabljata zaporedno skladno s protokolom postopne vitrifikacije mikrokapljic.
SESTAVA

Soli in ioni Prolin Drugo Piridoksin
Natrijev klorid Tirozin Adenin sulfat Natrijev bisulfit
Natrijev fosfat Alanin Deoksiriboza Folna kislina
Kalijev klorid Asparaginska kislina Riboza Alfa-tokoferol
Magnezijev sulfat Glutaminska kislina Gvanin Antibiotiki
Natrijev acetat Izolevcin Uracil Gentamicin sulfat
Kalcijev klorid Levcin Ksantin Enerdiiski substrati
I:Iolinklorid Metionin Timin ﬂogz-la—
Zelezov nitrat Fenilalanin Hipoksantin Inozitol
Pufer Serin Adenozin ; .
Natrijev bikarbonat Treonin Vitamini in minerali Beliakovine )
HEPES \T/nlptofan Kalciferol Humani serumski albumin

; ; alin Askorbinska kislina Krioprotektant

p ) —_—
::nec:]lglartggé\gednostl f Hidroksiprolin Aminobenzojska kislina Dekstran
Aminokisline g!SI"‘, Nikotinska kislina Saharoza
Arginin stein Amid nikotinske kisline Etilenglikol
Glein Antioksidant Pantotenska kislina Dimetil sulfoksid
Histidin Glutation Rlibof.lavin Voda
Lizin TllafT.Nn Kakovost, ki ustreza
Biotin vodi za injekcije

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI
Raztopine v Vit Kit-Freeze so bile membransko filtrirane in asepti¢no obdelane skladno z validiranimi proizvodnimi postopki.

Pri vsaki seriji Vit Kit-Freeze so bili izvedeni naslednji preizkusi:

raztopine in konice CryoTip,
prisotnosti endotoksinov z reagentom LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (< 0,6 EU/ml),
preizkus z mi§jimi embrii (ena celica) (= 80 % razSirjena blastocista),
sterilnosti s trenutnim testom USP za sterilnost <71> (opravljeno).

Vsi rezultati so navedeni na analiznem certifikatu za vsako serijo, ki je na voljo na zahtevo.

POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

+ Irvine Scientific, LLC CryoTip (katalo8ka §t. 40709) ali slamica HSV (kataloSka §t. 25246-25251) ali Cryolock™
(kataloska st. CL-R-CT-B, CL-R-CT-G, CL-R-CT-C, CL-R-CT-Y, CL-R-CT-O)

+ Spojnik Irvine Scientific, LLC (katalo$ka $t. 40736) ali drug adapter

+ Sterilne petrijevke (50 X 9 mm, Falcon 351006 ali enakovredno)

+ Krioepruvete (4,5 ml) ali ¢ase in kriopaltke

+  Spremenjeni HTF — HEPES (katalo$ka $t. 90126) goji$¢e za kulture z dodanimi beljakovinami

+ Hialuronidaza (kataloska §t. 90101)

+ Rokavice za enkratno uporabo

+ Brizga Hamilton GASTIGHT® (50 pl, kataloska $t. 80901) ali drugo aspiracijsko orodje

+ Prenosne pipete (izvleCene steklene pipete ali konice mikropipet z notranjim premerom konice ~200 pm)

+ Pincete ali klesce

+ Impulzni toplotni zatesnjevalnik

+ Zatesnjevalnik SYMS za slamico HSV

+ Stoparica ali ¢asovnik

+ Rezervoar tekocega dusika (Dewarjeva posoda ali stiroporni vsebnik s pokrovom, prostornina 1-2 1)

+ Teko¢i dusik (zadostna prostornina za doseganje 4 palce (10 cm) globine v rezervoarju)
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NAVODILA ZA UPORABO
Zahteve za komponente kompleta Vit Kit-Freeze (na uporabo):

Equilibration Solution (ES):

60 pl za protokol vitrifikacije oocitov

ali

50 pl za protokol vitrifikacije embria

Vitrification Solution (VS):

50 pl za protokol vitrifikacije

1 CryoTip ali slamica HSV ali Cryolock (shrani do 2 vzorca)
1 spojnik

PROTOKOL VITRIFIKACIJE:
OPOMBA: Postopki se morajo opraviti pri sobni temperaturi (20-27 °C). Pri naslednjih postopkih NE uporabljajte ogrevane mizice
mikroskopa. OPOZORILO: Zmanj3ajte izpostavljenost vzorca svetlobi zaradi ekvilibracije v raztopinah ES in VS.

1.

o0 ksw

A

Koli¢ina raztopine ES in VS, ki bo uporabljena, mora biti sobne temperature (20-27 °C). OPOMBA: Izogibajte
se ponavljajoéemu temperiranju celotnih vial z raztopino ES in VS na sobno temperaturo, ¢e vsaki¢ potrebujete le del
raztopine. Bolje je razdeliti koli¢ino, ki bo uporabljena, in vrniti viale na temperaturo 2-8 °C takoj po razdelitvi. Spremenjeni
HTF (HEPES) z beljakovinami je potreben tudi za protokol vitrifikacije oocitov.

Napolnite rezervoar za tekoci dusik s teko¢im dusikom (dovolj je, ¢e doseZete globino 4 palce (10 cm) ali da povsem potopite
krioepruveto na palcki) in ga postavite v blizino mikroskopa. Pritrdite krioepruveto ali ¢ado (brez pokrovéka) na spodnjo
sponko krioepruvete in jo potopite v teko¢i dusik za pripravo za shranjevanije vitrificiranega vzorca.

Dologite Stevilo vzorcey, ki bodo vitrificirani.

Z nalepkami s potrebnimi informacijami oznacite vse sterilne petrijevke (ali pokrovcke) in kriogensko napravo za shranjevanje.
Dvakrat nezno obrnite vsako vialo z raztopinama ES in VS, da pred uporabo premes$ate vsebino.

Pripravite posodo s kapljicami raztopine za postopek vitrifikacije, kot sledi:

Protokol vitrifikacije OOCITOV (MII)

OPOMBA 1: Pridobljene oocite je treba ogoliti s hialuronidazo, da preverite, ali so MII.
OPOMBA 2: Za protokol vitrifikacije embriev glejte razdelek B.

1.

Asepti¢no dodajte 20 pl kapljic gojiS¢a za kulture, spremenjenega HTF — HEPES z beljakovinami, in ES v bliZino na obrnjen

pokrov sterilne petrijevke, kot je prikazano na sliki 1, nato pa postavite posodo na mizico mikroskopa:

+ ena 20-pl kapljica spremenjenega HTF (HEPES z beljakovinami);

+  tri 20-pl kapljice (skupno 60 pl) raztopine ES (ES1, ES2, ES3).

Odstranite posodo s kulturo, ki vsebuje oocite M, iz inkubatorja in preverite kakovost vzorcev pod mikroskopom.

Ce je mogode, izberite le najbolj$o kakovost oocitov v fazi Mil.

OPOZORILO: Zmanj$ajte izpostavljenost vzorca svetlobi zaradi ekvilibracije v kapljicah H, ES in VS.

Prenesite oocit (do 2 so¢asno) z minimalnim volumnom medija iz posode s kulturo (v inkubatorju) v 20-pl kapljico H za eno

minuto.

Zdruzite kapljice H v ES1 (glejte sliko 1, puscica 1) s konico prenosne pipete in za 2 minuti omogogite spontano me$anje

obeh raztopin.

Nato zdruzite kapljico ES2 (pus¢ica 2) s predhodno zdruzenima kapljicama in pustite 2 minuti.

Prenesite oocit(e) z minimalno koli¢ino raztopine iz zdruzene kapljice v kapljico ES3 za 6-10 minut. Opomba: Ekvilibracija

oocitov v ES3 je konéana, ko sta debelini zona pellucida in perivitelinskega prostora enaki. Oociti se bodo usedli na dno

kapljice v roku 3 minut.

Med ¢asom ekvilibracije v ES3:

Aseptiéno dodajte eno (1) 50-pl kapljico VS 2 minuti pred kon€ano ekvilibracijo in pripravite konico CryoTip (slika 3), slamico

HSV (slika 4) ali Cryolock (slika 5) za nalaganje:

OPOMBA: Pred zactetkom postopka skrbno preglejte pripomocek za vitrifikacijo in konico

+ CryoTip: prikljucite Hamiltonovo brizgo ali ustrezno aspiracijsko orodje z uporabo spojnika ali adapterja, da zagotovite
tesnjenje. OPOMBA: Cevka kovinskega pokrovéka mora segati prek fine izvle¢ene konice, da jo zasciti, dokler ni
pripravljena za sprejem vzorca.

+ Slamica HSV: prikljucite dalj$i konec modrega plasti¢nega pripomocka za vstavljanje na obarvani konec rocaja.

+ Cryolock: odstranite pokrovéek.

Naslednji koraki (9-13) morajo biti kon¢ani v 80-110 sekundah. OPOZORILO: Izpostavljenost vzorcev raztopini VS je treba

omejiti, da preprecite citotoksi¢nost. Vzorci plavajo v raztopini VS, zato prilagodite fokus mikroskopa, da ohranite neprekinjeno

vizualizacijo med izpostavljanjem, v bliZini pa imejte konico prenosne pipete, da zagotovite hiter prenos med kapljicami

raztopine VS. Glejte sliko 6.

Ko je ekvilibracija v ES kon¢ana, povlecite malo raztopine ES v prenosno pipeto in prenesite vzorce z minimalno koli¢ino

kapljice ES v kapljico VS za 30 sekund.

NaloZite in toplotno zatesnite konico CryoTip po navodilih (glejte sliko 7a):

+ Premaknite cevko kovinskega pokrovéka skupaj s konico CryoTip, da izpostavite drobne krhke konice.

+ Med rokovanjem s konico CryoTip in Hamiltonovo brizgo in med opazovanjem pod mikroskopom previdno aspirirajte
majhno koli¢ino raztopine VS do oznake §t. 1 na konici CryoTip.

+ Nadaljujte z opazovanjem pod mikroskopom in nezno aspirirajte vzorec z raztopino VS do oznake $t. 2 na konici CryoTip.

+ Zdaj neposredno opazujte konico CryoTip in aspirirajte ve¢ raztopine VS do oznake §t. 3.
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+ Vzorec mora biti med oznakama §t. 2 in 3.

+ Toplotno zatesnite (zatesnitev §t. 1) konico CryoTip pri (ali tik pod) oznaki §t. 1, nato pa premaknite tulec pokrovcka
navzdol, da pokrijete in za$€itite krhko konico.

+ Previdno odstranite konico CryoTip z aspiracijskega orodja in adapterja, nato pa toplotno zatesnite (zatesnitev §t. 2)
na debelem koncu konice CryoTip nad oznako §t. 4.

+ Potopite pokrito konico CryoTip neposredno v teko¢i dusik (hlajenje s hitrostjo —12.000 °C/min) (glejte sliko 7b).

NaloZite in zatesnite slamico HSV po naslednjem postopku:

+ Z uporabo mikropipete previdno odlozZite vzorec (vzorce) v kanal kapilarne pal¢ke 1 mm od konca. Kapljica z vzorcem
mora biti pod 0,5 pl. Najve¢ 2 oocita ali embria na posamezno kapilarno palcko.

+ Takoj vstavite kapilarno pal€ko in pripomocek za upravljanje v slamico ter potiskajte, dokler se pravokotni del pripomocka
za upravljanje ne dotakne razsirjenega konca slamice.

+ Rahlo stisnite slamico med palcem in kazalcem ter odstranite pripomocek za vstavljanje.

+ Slamico trdno drzite na mestu in zatesnite odprti konec z uporabo tesnila SYMS.

+ Slamico drzite s pinceto v obmogju upravljaine palcke.

*  Hitro potisnite celotno slamico navpi¢no v LN,. Nezno premesajte slamico v LN, za nekaj sekund, da preprecite nastanek
sloja izolacijskih zracnih mehurckov okrog slamice.

Cryolock nalozite tako:

+ Z uporabo mikropipete previdno naloZite najve¢ 2 vzorca na vbogeno povrsino konice (ista stran kot logotip Cryolock)
priblizno 3 mm (1/8") od roba konice (za referenco je ¢rna oznaka) in odstranite odveéno kriogeno za¢itno raztopino ter
pustite ¢im manjSo kolicino vitrifikacijskega sredstva (< 1 pl).

* MoZnost A: Takoj in pred potopitvijo Cryolock v LN, previdno vstavite konico v pokrovéek in trdno privijte,
tako da bo varno zaprto.

*+ Moznost B: Takoj potopite konico in pokrovéek pod LN,. PoCakajte, da se zraéni mehurcki prenehajo pojavijati,
da omogodite ekvilibracijo. Previdno vstavite konico v pokrovéek in trdno zaprite.

OPOMBA: Moznost B ni odobrena za uporabo v ZDA.

+ Hitro potopite Cryolock v teko€i dusik.

OPOMBA: Vedno hranite Cryolock s pokrovékom obrnjenim navzdol.

1. Vstavite vitrificirano konico CryoTip, slamico HSV ali Cryolock v potoplieno, z LN, napolnjeno kriogeno cevko ali ¢aso
(na kriopalcki). S pokroveékom zaprite kriepruveto (ali ¢a$o) ali prikljucite obrnjeno navzdol na drugo nezaprto krioepruveto,
da boste zavarovali vitrificirani pripomocek v tekocem dusiku.

12. Premaknite rezervoar LN, v blizino kriozamrzovalnika LN, in prenesite kriopalCko z vsebino v kriozamrzovalnik za dolgotrajno
shranjevanje.

B. EMBRII (PN do blastociste)
Protokol vitrifikacije:
1. Aseptiéno dodajte eno 50-pl kapljico raztopine ES na obrnjeni pokrov petrijevke.
2. Odstranite posodo s kulturo z embrii iz inkubatorja in preverite kakovost vzorcev pod mikroskopom. Ce je mogoce,
za vitrifikacijo izberite le embrie najbolj$e kakovosti.
3. Previdno prenesite vzorec (do dva so¢asno) z minimalno koli¢ino medija iz posode s kulturo v kapljico raztopine ES
in zaZenite ¢asovnik.
Embrii se morajo po¢asi ekvilibrirati v kapljici raztopine ES s prostim padcem 6-10 minut.
Opomba: Vzorec se bo skréil in se nato postopno vracal v prvotno velikost, kar pomeni, da je ekvilibracija kon¢ana.
OPOZORILO: Zmanjsajte izpostavljenost vzorca svetlobi zaradi ekvilibracije v kapljicah ES in VS.
4. Med ¢asom ekvilibracije v ES:
+ pripravite eno 50-pl kapljico raztopine VS, kot je prikazano na sliki 8, in pripravite konico CryoTip, slamico HSV ali
Cryolock za nalaganje.
Sledite zgoraj opisanim protokolom (razdelek A — protokol vitrifikacije oocitov [MII]) od koraka 9 do 12 za izpostavljanje raztopini
VS, nalaganje konice CryoTip, slamice HSV ali pripomocka Cryolock, potapljanje v LN, in dolgoroéno shranjevanje.
Dodatne podrobnosti o uporabi teh izdelkov dolo¢ajo notranji laboratorijski postopki in protokoli vsakega laboratorija, ki so bili
posebej razviti in optimizirani za zadevni medicinski program.

NAVODILA ZA SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Neodprte viale shranjujte v hladilniku pri temperaturi od 2 do 8 °C. Ce shranjujete po navodilih, so kompleti raztopin Vitrification
Freeze stabilni do izteka roka uporabnosti, ki je naveden na nalepki na viali.

Ko vsebnike odprete, medija ne uporabljajte ve¢ kot osem (8) tednov.

Ker izdelek vsebuje materiale ¢loveskih virov, se med hrambo lahko razvijejo doloCeni delci. Za to vrsto delcev ni znano,
da bi vplivala na u€inkovitost izdelka.

PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA

Ta pripomocek sme uporabljati samo osebje, ki je usposobljeno za postopke asistirane reprodukcije. Ti postopki vkljuCujejo
predvideno uporabo, za katero je ta pripomocek zasnovan.

Ustanova, v kateri dela uporabnik tega pripomocka, je odgovorna za vzdrzevanje sledljivosti izdelka in mora upo$tevati nacionalne
predpise glede sledljivosti, kjer je to ustrezno.

Kot dodatni previdnostni ukrep med postopkom priprave priporo¢amo, da vsako konico Cryotip pozorno pregledate, ko jo vzamete
iz embalaze. Pred uporabo je treba konice CryoTips pregledati pri ustrezni povecavi (40-kratni) glede morebitnih poskodb
(npr. zloma konice ali razpok), do katerih bi lahko pri§lo med transportom.
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Ne uporabljajte viale z raztopino, na kateri so znaki poskodb, pu§€anja, delcev, motnosti ali e se je spremenila barva. Izdelek
zavrzite skladno z veljavnimi predpisi.

Za preprecitev kontaminacije morate z izdelkom ravnati z aseptiénimi tehnikami.

Trenutno raziskovalna literatura kaze, da dolgoroéni ucinki vitrifikacije na oocite in embrie ostajajo neznani.

Ne uporabite nobene steklenice, ¢e je njena sterilna embalaza poskodovana.

EU: Standardni ukrepi za preprecevanje okuzb, ki izhajajo iz uporabe medicinskih izdelkov, pripravljenih iz ¢loveske krvi ali
plazme, vklju€ujejo selekcijo darovalcev, presejanje posameznih darovanih biolo$kih materialov in zdruzene plazme za specifiéne
oznadevalce okuzbe in vkljucitev ucinkovitih proizvodnih korakov za inaktivacijo/odstranitev virusov. Kljub temu pri uporabi
medicinskih izdelkov, pripravljenih iz ¢loveSke krvi ali plazme, ni mogoce popolnoma izkljuiti prenosa povzrociteljev kuznih
bolezni. To velja tudi za viruse, ki so $e neznani ali so se zaceli $iriti pred kratkim, in druge patogene. O dokazanih prenosih
virusov z albuminom, proizvedenim skladno s specifikacijami Evropske farmakopeje in uveljavljenimi postopki, ni nobenih poro¢il.
Zelo priporocljivo je, da se ob vsaki uporabi goji$¢ proizvajalca Irvine Scientific, LLC, Reproductive Media Products pri bolniku
zapiSeta ime in serijska Stevilka izdelka, da se ohrani povezava med bolnikom in serijo izdelka.

ZDA: Ta izdelek vsebuje humani serumski albumin (HSA). Izhodni material ¢loveSkega izvora, ki se uporablja pri proizvodnji
tega izdelka, je bil testiran z uporabo kompletov, potrjenih s strani FDA; testi so pokazali, da ni reaktiven na protitelesa proti
hepatitisu C (HCV) in na protitelesa proti virusu humane imunske pomanjkljivosti (HIV). Vendar nobena testna metoda ne more
popolnoma zagotoviti, da izdelki, pridobljeni iz ¢loveskih virov, niso kuzni. Pri ravnanju z vsemi materiali ¢loveSkega izvora
upostevajte mozno tveganje prenosa okuzbe, tj. uporabljajte univerzalne previdnostne ukrepe. Pri darovalcih izvornega materiala
je bilo opravljeno tudi presejanje za CJB.

KONTRAINDIKACIJE
Izdelek vsebuje gentamicin sulfat. Izvesti je treba ustrezne previdnostne ukrepe za zagotavljanje, da bolnik ne postane obéutljiv
za izbrani antibiotik.
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