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ENGLISH

EU CAUTION: For Professional Use Only.

INDICATION FOR USE
Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) is intended for use in the thawing of vitrified oocytes (MIl), pronuclear (PN) zygotes
through day 3 cleavage stage embryos and blastocyst stage embryos that have been vitrified using Vitrification Freeze Kit
(Catalog #90133-SO)
DEVICE DESCRIPTION
Thawing Solution-TS is a HEPES buffered solution of Medium-199 containing Gentamicin Sulfate, 1.0 M sucrose and 20% (v/v) Dextran
Serum Supplement (DSS).
Dilution Solution-DS is a HEPES buffered solution of Medium-199 containing Gentamicin Sulfate, 0.5M sucrose and 20% (v/v) DSS.
Washing Solution-WS is a HEPES buffered solution of Medium-199 containing Gentamicin Sulfate and 20% (v/v) DSS.

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-Thaw for a final concentration of 10 mg/mL HSA and 4 mg/mL Dextran.

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

COMPOSITION
Salts and lons Nicotinic Acid Amide Protein Source Lysine Hydroxyproline
Sodium Chloride Pantothenic Acid Human Serum Albumin Proline Cystine
Sodium Phosphate Riboflavin Buffers Tyrosine Other
Potassium Chloride Pyridoxine Sodium Bicarbonate Alanine Guanine
l;/lag_nw;im tSltmate gm?mlne HEPES éTptarnp A)\uqd Hypoxanthine

odium Acetate iotin . utamic Aci Thymine
Calcium Chloride Alpha-Tocopherol p';;:g:csg Isoleucine Urgcn
Ferric Nitrate Sodium Bisulfite Leucine Xanthine
Choline Chloride Antioxidant lg/lachcules Methionine Adenosine
Vitamins and Minerals ~ Glutathione D:i;?:: Phenylalanine Adenine Sulfate
Ascorbic Acid Antibiotic ) ) Serine Deoxyribose
Aminobenzoic Acid Gentamicin Sulfate Amino Acids Threonine Ribose
Calciferol Arginine Tryptophan

ST Energy Substrates Glyci vali Water

Folic Acid Glucose H,Vtc,'d’?e ca ne WFI Quality

icotinic Aci istidine steine
Nicotinic Acid Inositol Y
QUALITY ASSURANCE
The solutions in Vit Kit-Thaw are membrane filtered and aseptically processed according to manufacturing procedures which have been
validated.
Each lot of Vit Kit-Thaw receives the following tests:
Solutions:

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.
FOR WARMING CRYOTIP AS THE CARRIER:
MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED

Connector (Catalog #40736) or adaptor

Sterile petri dishes (50 X 9 mm, Falcon 351006 or equivalent)

Disposable gloves

Hamilton GASTIGHT® Syringe (50 ul) catalog #80901

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

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)

Sharp scissors (sterile)

37°C waterbath

Culture medium with protein, pre-equilibrated to 37°C in CO, incubator prior to thawing procedure.

37°C incubator without CO,, or heating stage.

DIRECTIONS FOR USE
Vit Kit-Thaw components (per application):

+ 50 pl of Thawing Solution -TS
+ 50 pl of Dilution Solution-DS

+ 100 pl of Washing Solution-WS
+ 1 Connector
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WARMING PROTOCOL
(FOR OOCYTES AND EMBRYOS):

o

13.
14.

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 manipulations through thawing solutions.
Bring the quantity to be used of TS, DS and WS to room temperature (20-27°C) prior to warming vitrified specimens.
NOTE: Avoid bringing the entire vials of TS, DS and WS to room temperature repeatedly when a small quantity 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.
Fill the liquid nitrogen reservoir with liquid nitrogen (~80 % full) and place close to the LN, freezer containing the specimens to be
thawed.
Remove the canes with goblets containing the CryoTips with vitrified specimens from liquid nitrogen storage and transfer them into
the liquid nitrogen filled reservoir.
CAUTION: Make sure that CryoTips remain submerged in LN, (in goblet) during transfer from storage to LN, reservoir to prevent
uncontrolled thawing of specimens.
Place the reservoir close to the microscope for rapid manipulation.
Label a sterile petri dish (or lid) with necessary information.
Gently invert each vial of TS, DS and WS twice to mix contents before use.
Prepare the dish with droplets of solutions for warming protocol as follows:
Aseptically dispense a sequence of 2 microdrops on an inverted lid of sterile Petri dish as shown in Figure 1, and place the dish on
the microscope stage:
+ one-50 pl drop of TS
+ one-50 pl drop of DS
* (Two drops of WS will be set up later at step 11)
Place the 37°C waterbath close to the microscope. Have the following nearby: a transfer pipet and tips, sterile sharp scissors, Hamilton
syringe and sterile wipes.
Using tweezers (or tongs), retrieve the specific CryoTip from the cane in liquid nitrogen, quickly immerse the CryoTip into the 37°C waterbath
(=500 ml) and swirl gently for 3 seconds to warm (see Figure 2) at + 24,000°C/min.
Quickly dispense contents of CryoTip as follows (see Figure 3):
*  Quickly wipe the CryoTip dry with a sterile wipe
+ Remove metal cover sleeve
+ Cut the seal on the wide end of the CryoTip at Mark #4
+ Attach wide end of the CryoTip securely to Hamilton syringe or appropriate aspiration tool using a connector or adaptor.
NOTE: Lift up the plunger of the syringe about 0.5 inches before attaching the syringe to the Connector and the CryoTip.
+  Gently wipe the fine tip dry with a sterile wipe.
+  With the CryoTip positioned over the prepared thawing dish, quickly cut the seal on the Mark #2 of the fine tip end and dispense the
contents of the CryoTip as a small drop (~ 1 pl) onto a dry region of the dish above the TS drop (see Figure 4).
NOTE: AVOID BUBBLES WHILE DISPENSING THE CONTENTS.
Merge the TS drop with the CryoTip content and allow gradual mixing for 1 minute (see Figure 4).
Note: the specimens will shrink and float to the top of the drop.
NOTE: After each transfer of the specimen(s), blow out any remaining fluid in the transfer pipet and draw up some solution from the next
drop prior to the next manipulation. Avoid creating bubbles during the transfers.
Draw up some DS into the transfer pipet and transfer the specimen(s) from the drop of TS with minimal volume to the drop of DS for 4
minutes.
NOTE: The specimen will remain shrunken during exposure to DS.)
DURING THIS TIME SET UP THE TWO-50 pl DROPS OF WS (WS1, WS2), AS SHOWN IN FIGURE 4.
Transfer the specimen(s) to the drop of WS (WS1) for 4 minutes.
NOTE: The specimen(s) should re-expand to the original size within 2-3 minutes in WS.
Then transfer the specimen(s) to the second drop of WS (WS2) for 4 minutes.
Transfer warmed OOCYTE(S) to pre-equilibrated culture medium with 20% (v/v) protein supplement or 12 mg/ml for recovery (2-3 hours
to allow time for spindle re-formation) prior to subsequent manipulations.
There are two options for warmed EMBRYO(S):
a) Forimmediate transfer to patient: transfer EMBRYO(S) to pre-equilibrated “transfer’ medium containing 20% (v/v) protein supplement
or 12 mg/ml.
b) For further culture: transfer EMBRYO(S) to pre-equilibrated culture medium containing 20% (v/v) protein supplement or 12 mg/ml
for a 4 hour recovery period. After recovery period, transfer EMBRYO(S) to culture medium with 10% (v/v) protein and incubate
accordingly until desired developmental stage has been reached for transfer to patient.

FOR WARMING HSV DEVICE AS THE CARRIER:
MATERIAL REQUIRED BUT NOT INCLUDED

Sterile 4-well dish (Nunc 179830, 144444 or equivalent), or organ culture dish (BD Falcon 353037)
Disposable gloves

Transfer pipettes

Tweezers

Stopwatch or timer

Liquid nitrogen reservoir

Liquid nitrogen

Scissors, Knipex or other wire cutter device

Culture medium with protein, pre-equilibrated to 37°C in CO, incubator prior to thawing procedure.
37°C incubator without CO,, or heating stage

DIRECTIONS FOR USE
Vit Kit-Thaw components (per application)

250 pl of Thawing Solution =TS
+ 50 pl of Dilution Solution - DS
+ 100 pl of Washing Solution - WS
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WARMING PROTOCOL
(FOR OOCYTES AND EMBRYOS):

SN

7.
8.

NOTE: The warming steps include plunging the device into the 37°C TS and subsequent diluting and washing in DS and WS at room

temperature

Set up warming dishes (as shown in HSV device diagram):

+ At 37°C: Aseptically dispense 250 pl of TS into a sterile 4-well dish or an organ culture dish and place it in a 37°C incubator without
CO, or on a heating stage at least 30 minutes prior to warming procedure

NOTE: For oocytes, dispense a minimum of 1 ml of TS

Identify HSV Straw(s) to be warmed from LN, storage and quickly transfer to LN, filled reservoir in preparation for thawing procedure.

Place LN, reservoir close to microscope for subsequent rapid manipulation.

Remove TS dish from 37°C incubator or heating stage and place it under focus on top of the microscope stage.

Lift the straw enough to expose the colored handling rod. Make sure the end with the specimen(s) remains immersed in the LN,.

Use a Knipex (or other wire cutter device) to cut the straw at the height of the colored handling rod. The red cut-length guide on the

Knipex should be positioned in maximum length position or removed.

+ Alternatively, use fingers and thumb to spin the straw while making cutting movements with scissors, 10 mm under the top of the
colored handling rod.

With one swift but controlled motion, quickly grab the handling rod and extract it out of the straw.

Immediately plunge the gutter into the 37°C TS and gently swirl to detach specimens from device and leave it for 1 minute.

Steps 9-12 must be performed at room temperature (22-27°C).

9.

1.
12.

+  Atroom temperature: Aseptically dispense one (1) 50 pl drop of DS on a sterile Petri dish

Draw up some DS into the transfer pipette and transfer the specimen(s) from the TS drop with minimal volume to the drop of DS for 4

minutes.

NOTE: The specimen will remain shrunken during exposure to DS.

DURING THIS TIME SET UP THE TWO-50 pl DROPS OF WS (WS1, WS2), AS SHOWN IN HSV DEVICE DIAGRAM.

Transfer the specimen(s) to the drop of WS (WS1) for 4 minutes.

NOTE: The specimen(s) should re-expand to the original size within 2-3 minutes in WS.

Then transfer the specimen(s) to the second drop of WS (WS2) for 4 minutes.

Transfer warmed OOCYTE(S) to pre-equilibrated culture medium with 20% (v/v) protein supplement or 12 mg/ml for recovery (2-3 hours

to allow time for spindle re-formation) prior to subsequent manipulations.

There are two options for warmed EMBRYO(S):

a) Forimmediate transfer to patient: transfer EMBRYO(S) to pre-equilibrated “transfer’ medium containing 20% (v/v)protein supplement
or 12 mg/ml.

b) For further culture: transfer EMBRYO(S) to pre-equilibrated culture medium containing 20% (v/v) protein supplement or 12 mg/ml
for a 4 hour recovery period. After recovery period, transfer EMBRYO(S) to culture medium with 10% (v/v) protein and incubate
accordingly until desired developmental stage has been reached for transfer to patient.

NOTE: Recovered oocytes must be fertilized using ICSI for optimal fertilization after vitrification.

FOR WARMING CRYOLOCK™ AS THE CARRIER:
MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED

Sterile 4-well dish or sterile small petri dishes (35 X 10 mm or equivalent)

Disposable gloves

Transfer pipettes

Stopwatch or timer

Liquid nitrogen reservoir

Liquid nitrogen

Culture medium with protein, pre-equilibrated to 37°C in CO, incubator prior to thawing procedure
37°C incubator without CO, or heating stage

Forceps

DIRECTIONS FOR USE
Vit Kit-Thaw components (per application)

+ 1 mlof Thawing Solution -TS
+ 50 pL of Dilution Solution - DS
+ 100 pL of Washing Solution - WS

WARMING PROTOCOL
NOTE: The warming steps include plunging the device into the 37°C TS and subsequent diluting and washing in DS and WS at room
temperature

1.

Set up thawing dish (as shown in Cryolock diagram, Figure 1):
+ At 37°C: Aseptically dispense a minimum volume of 1 ml of TS and warm to 37°C in an incubator without CO, or on a heating
stage at least 30 minutes prior to starting warming procedure.
Identify the Cryolock sample(s) to be warmed and quickly transfer from LN, storage to an LN, filled holding reservoir in preparation for
warming procedure.
Place LN, filled holding reservoir in close proximity to the working area and stage of the microscope in order to achieve subsequent rapid
manipulation from reservoir to TS.
Remove TS dish from 37°C incubator or heating stage and place it under focus on top of the microscope stage.
Using forceps, hold the upper end of the Cryolock body with the identification label facing up.
Option A: Quickly but gently remove the cap under LN,, twisting the parts until release.
Option B: Quickly take the Cryolock out from the LN,, then quickly remove the cap with a gentle twist.

NOTE: Laboratory should consult their own procedures and protocols. Option A is not cleared for use in the U.S.

6.

7.
8.

Immediately plunge the concave tip of the Cryolock, with the specimen(s) facing up, into the 37°C TS. Under microscopic observation,
gently move the Cryolock until the specimen(s) are released from the tip.

Leave the specimen(s) for a total of 1 minute in the TS.

Thirty (30) seconds following the initial plunge, gently pipette the specimen(s), if floating, and place at the bottom of the TS.
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Steps 9-12 must be performed at room temperature (22-27°C).
+ Atroom temperature: Aseptically dispense one (1) 50 pL drop of DS on a sterile petri dish (see Cryolock diagram, Figure 2)

9. Transfer specimen(s) to DS for 4 minutes. Gently pipette specimens once to ensure complete rinse in DS.

NOTE: The specimen will remain shrunken during exposure to DS.

10. During the 4 minute exposure in DS, aseptically dispense two (2) 50 pL drops of WS (WS1, WS2) as shown in diagram.

11, Transfer specimen(s) to WS1 then WS2 for 4 minutes each, undisturbed.

NOTE: The specimen(s) should re-expand to the original size within 2-3 minutes in WS.

12. Transfer warmed OOCYTE(S) to pre-equilibrated culture medium with 20% (v/v) protein supplement or 12 mg/ml for recovery (2-3 hours
to allow time for spindle re-formation) prior to subsequent manipulations.

There are two options for warmed EMBRYO(S):

a) Forimmediate transfer to patient: transfer EMBRYO(S) to pre-equilibrated ‘transfer’ medium containing 20% (v/v) protein supplement
or 12 mg/ml.

b) For further culture: transfer EMBRYO(S) to pre-equilibrated culture medium containing 20% (v/v) protein supplement or 12 mg/mi
for a 4 hour recovery period. After recovery period, transfer EMBRYO(S) to culture medium with 10% (v/v) protein and incubate
accordingly until desired developmental stage has been reached for transfer to patient.

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 Thaw 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.

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.

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 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. 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 fiir den professionellen Einsatz.

INDIKATIONEN

Vit Kit-Thaw (Vitrifikations-Auftaukit) ist fir die Verwendung beim Auftauen von vitrifizierten Oozyten (MIl) und Zygoten im Vorkern-
stadium (PN) bis zu Embryos im Teilungsstadium am Tag 3 und Blastozystenstadium vorgesehen, die mit dem Vitrification Freeze Kit
(Bestell.-Nr. 90133-S0) vitrifiziert wurden.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Thawing Solution-TS ist eine HEPES-gepufferte Losung von Medium 199 und enthalt Gentamicinsulfat, 1,0 M Saccharose und 20 % (v/v)
Dextran Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS ist eine HEPES-gepufferte Lésung von Medium 199 und enthélt Gentamicinsulfat, 0,5 M Saccharose und 20 % (v/v) DSS.
Washing Solution-WS ist eine HEPES-gepufferte Ldsung von Medium 199 und enthélt Gentamicinsulfat und 20 % (v/v) DSS.

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-Thaw bei einer Endkonzentration von 10 mg/ml HSA und 4 mg/ml Dextran verwendet.

Diese drei L6sungen werden nacheinander geméB dem schrittweisen Erwérmungsprotokoll in Mikrotropfen eingesetzt.
ZUSAMMENSETZUNG

Salze und lonen Nikotinséureamid Proteinquelle Lysin Hydroxyprolin
Natriumchlorid Pantothensaure Humanalbumin Prolin Cystin
Natriumphosphat Riboflavin Puffer Tyrosin Andere
Kaliumchlorid Pyridoxin Natriumbicarbonat Alanin Guanin
matg_nesmmtsutlfat ;m?mm HEPES éfptara_gm?aure Hypoxanthin
atriumacetal iotin ; utaminséure i
Calciumchlorid Alpha-Tocopherol W Isoleucin L?;mm
Eisennitrat Natriumhydrogensulfit . Leucin Xanthin
Cholinchlorid Antioxidans Makromolekiile Methionin Adenosin
Vitamine und Mineralien ~ Glutathion ng(fri;rose Phenylalanin Adeninsulfat
Ascorbinséure Antibiotikum o Serin Desoxyribose
Aminobenzoeséure Gentamicinsulfat Aminosduren Threonin Ribose
Calciferol ’ Arginin Tryptophan Wasser
Folséure Energiesubstrate Glycin valin Wassel
L . Wasser fir
Nikotinsaure Glukose Histidin Cystein assf
Inositol Injektionszwecke (WFI)

QUALITATSSICHERUNG .
Die Membranfilterung und aseptische Verarbeitung der Lésungen im Vit Kit-Thaw erfolgt in Ubereinstimmung mit validierten Fertigungs-
verfahren.
Jede Charge von Vit Kit-Thaw durchlduft folgende Tests:
Losungen:
Endotoxin durch Limulus-Amoebozyten-Lysat-Nachweis (LAL-Methode) (< 0,6 EU/mI)
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.

ERWARMEN DES CRYOTIP ALS TRAGER:

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE JEDOCH NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND:
Verbindungsstiick (Bestell-Nr. 40736) oder Adapter
+  Sterile Petrischalen (50 X 9 mm, Falcon 351006 oder gleichwertig)
* Einmalhandschuhe
+  Hamilton GASTIGHT®-Spritze (50 ul), Bestell-Nr. 80901
+ Transferpipetten (Pipetten aus gezogenem Glas oder Mikropipetten-Spitzen mit einem Innendurchmesser von ca. 200 um)
*  Pinzette
+ Stoppuhr oder Zeitgeber
+  Flussigstickstoff-Vorratshehalter (Dewar- oder Styroporbehalter mit Deckel, Volumen 1-2 1)
+  Flussigstickstoff (ausreichendes Volumen fiir eine Tiefe von ca. 4 Zoll (10 cm) im Vorratsbehalter)
+  Scharfe Schere (steril)
« 37 °C warmes Wasserbad
+ Proteinhaltiges Kulturmedium, vor dem Auftauprozess in einem CO,-Inkubator auf 37 °C vorgewarmt
+ 37 °C-Inkubator ohne CO, oder Heizgerat
GEBRAUCHSANWEISUNG
Vit Kit-Thaw Komponenten (pro Anwendung):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
+ 1 Verbindungssttick
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ERWARMUNGSPROTOKOLL
(FUR OOZYTEN UND EMBRYOS):

13.
14.

HINWEIS: Die Verfahren sind bei Raumtemperatur (20-27 °C) durchzufiihren. KEINEN erwdrmten Objekttréger bei den folgenden

Verfahren verwenden.

VORSICHT: Die Proben wéhrend der Manipulation mit Auftaulésungen so weit wie méglich vor Lichtexposition schiitzen.

Die bendtigte Menge an TS, DS und WS vor der Erwarmung der vitrifizierten Proben auf Raumtemperatur (20-27 °C) bringen.

HINWEIS: Es sollte vermieden werden, die Flaschchen mit der gesamten Menge an TS, DS und WS wiederholt auf Raumtemperatur

zu bringen, wenn jeweils nur eine geringe Menge davon gebraucht wird. Es ist besser, nur die bendtigte Menge zu entnehmen und

die Flaschchen gleich nach der Entnahme wieder bei 2-8 °C kiihl zu stellen.

Den Fliissigstickstoffbehalter mit Fliissigstickstoff (bis ca. 80 %) befiillen und neben dem LN -Gefrierschrank aufstellen, in dem sich

die aufzutauenden Proben befinden.

Cryocanes mit Bechern und den darin befindlichen CryoTips mit den vitrifizierten Proben aus dem Flissigstickstofftank nehmen und

in den Flissigstickstoffbehalter tberfiihren.

VORSICHT: Zur Vermeidung eines unkontrollierten Auftauens der Proben sicherstellen, dass die CryoTips wahrend des Transfers

vom Tank in den LN,-Behélter (im Becher) in LN, eingetaucht bleiben.

Zur schnellen Bearbeitung den Behalter neben das Mikroskop stellen.

Eine sterile Petrischale (bzw. den Deckel) mit den notwendigen Informationen beschriften.

Vor dem Gebrauch den Inhalt jedes Flaschchens mit TS, DS und WS durch zweimaliges vorsichtiges Umdrehen mischen.

Die Schale mit den Tropfchen der Losungen wie folgt fiir das Erwarmungsprotokoll vorbereiten:

Unter Einsatz einer aseptischen Technik eine Sequenz mit 2 Mikrotropfen auf den umgedrehten Deckel einer sterilen Petrischale

geben, wie in Abbildung 1 dargestellt, und die Schale auf den Objekttréger stellen:
« Ein 50-pl-Tropfen TS
« Ein 50-pl-Tropfen DS
* (Zwei Tropfen WS werden spater in Schritt 11 vorbereitet)

Das 37 °C warme Wasserbad neben das Mikroskop stellen. Folgendes griffbereit halten: eine Transferpipette und Spitzen, eine sterile

scharfe Schere, eine Hamilton-Spritze sowie sterile Tticher.

Mit einer Pinzette (oder Zange) den gewiinschten CryoTip aus dem Cryocane im Fliissigstickstoff herausnehmen, den CryoTip schnell

in das 37 °C warme Wasserbad (= 500 ml) eintauchen und vorsichtig 3 Minuten lang schwenken, um ihn bei einer Aufwérmge-

schwindigkeit von + 24.000 °C/Min. aufzuwarmen (siehe Abbildung 2).

Den Inhalt des CryoTip wie folgt schnell abgeben (siehe Abbildung 3):

+ Den CryoTip schnell mit einem sterilen Tuch trockenwischen.

+ Metallschutzhiille entfernen.

+ Die Versiegelung am breiten Ende des CryoTip an der Markierung Nr. 4 abschneiden.

+ Das breite Ende des CryoTip mit einem Verbindungsstiick oder Adapter fest auf eine Hamilton-Spritze oder ein geeignetes
Aspirationsinstrument setzen.

HINWEIS: Den Kolben der Spritze circa 0,5 Zoll (1,3 cm) nach oben ziehen, bevor die Spritze mit dem Verbindungsstiick und dem
CryoTip verbunden wird.

+ Die feine Spitze vorsichtig mit einem sterilen Tuch trockenwischen.

+ Den CryoTip Uber die vorbereitete Auftauschale halten und schnell die Versiegelung an der Markierung Nr. 2 am Ende mit der
feinen Spitze abschneiden und den Inhalt des CryoTip als kleinen Tropfen (ca. 1 pl) auf einen trockenen Bereich der Schale
oberhalb des TS-Tropfens abgeben (siehe Abbildung 4).

HINWEIS: BEI DER ABGABE DES INHALTS DIE BILDUNG VON LUFTBLASEN VERMEIDEN.

Den TS-Tropfen zum Inhalt des CryoTip geben und allmahlich 1 Minute lang vermischen (siehe Abbildung 4).

Hinweis: Die Proben schrumpfen und steigen im Tropfen nach oben.

HINWEIS: Nach jedem Probentransfer alle verbleibenden Reste in der Transferpipette entleeren und vor der nachsten Bearbeitung

etwas Losung vom nachsten Tropfen aufziehen. Die Bildung von Luftblasen wahrend des Transfers vermeiden.

Etwas DS in die Transferpipette aufziehen und die Probe(n) von dem TS-Tropfen fiir einen Zeitraum von 4 Minuten mit einem minimalen

Volumen auf den DS-Tropfen tberfihren.

HINWEIS: Die Probe(n) bleibt (bleiben) wéhrend der Exposition in DS geschrumpft.

WAHREND DIESER ZEIT DIE BEIDEN 50-pl-TROPFEN WS (WS1, WS2) WIE IN ABBILDUNG 4 DARGESTELLT VORBEREITEN.

Die Probe(n) 4 Minuten lang auf den WS-Tropfen (WS1) libertragen.

HINWEIS: Die Probe(n) sollte(n) innerhalb von 2-3 Minuten in WS wieder ihre urspriingliche Grofe annehmen.

Dann die Probe(n) 4 Minuten lang auf den zweiten WS-Tropfen (WS2) Uberfiihren.

Erwarmte OOZYTE(N) zur Wiederherstellung vor der weiteren Bearbeitung auf ein pra-aquilibriertes Kulturmedium mit 20 % (v/v)

Proteinzusatz oder 12 mg/ml (2-3 Stunden fiir Spindel-Neubildung) Gbertragen.

Es gibt zwei Optionen fiir erwérmte(n) EMBRYO(S):

a) Bei unverziiglichem Transfer in die Gebarmutter der Patientin: Den (die) EMBRYO(S) auf ein pré-aquilibriertes , Transfer'-Medium
mit 20 % (v/v) Proteinzusatz oder 12 mg/ml (ibertragen.

b) Fir weitere Kultivierung: Den (die) EMBRYO(S) wahrend einer 4-stiindigen Wiederherstellungsphase auf ein pra-aquilibriertes
Kulturmedium mit 20 % (v/v) Proteinzusatz oder 12 mg/ml Ubertragen. Nach der Wiederherstellungsphase den (die) EMBRYO(S)
auf ein Kulturmedium mit 10 % (v/v) Protein (ibertragen und eine Inkubation durchfiihren, bis das erwiinschte Entwicklungs-
stadium fir den Transfer in die Gebarmutter der Patientin erreicht ist.

ERWARMEN DES HSV STRAW ALS TRAGER:
BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE JEDOCH NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND:

Sterile 4-Well-Schale (Nunc 179830, 144444 oder gleichwertig) oder Organkulturschale (BD Falcon 353037)
Einmalhandschuhe

Transferpipetten

Pinzette

Stoppuhr oder Zeitgeber

Flussigstickstoff-Vorratshehalter

Flussigstickstoff
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* Schere, Knipex oder einen anderen Drahtschneider
+ Proteinhaltiges Kulturmedium, vor dem Auftauprozess in einem CO,-Inkubator auf 37 °C vorgewarmt
+ 37 °C-Inkubator ohne CO, oder Heizgerat

GEBRAUCHSANWEISUNG

Vit Kit-Thaw Komponenten (pro Anwendung):
+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

ERWARMUNGSPROTOKOLL

(FUR OOZYTEN UND EMBRYOS):

HINWEIS: Die Schritte zur Erwérmung der Proben umfassen das Eintauchen des Geréts in TS bei 37 °C und nachfolgendes Verdiinnen

und Waschen in DS und WS bei Raumtemperatur.

1. Aufwarmschalen (wie im HSV-Instrumentenschaubild dargestellt) vorbereiten:

+ Bei 37 °C: Unter Einsatz einer aseptischen Technik 250 pl TS in eine sterile 4-Well-Schale oder eine Organkulturschale abgeben
und mindestens 30 Minuten vor Start des Erwdrmungsprozesses in einen 37 °C-Inkubator ohne CO, oder in ein Heizgerat stellen.

HINWEIS: Fiir Oozyten mindestens 1 ml TS abgeben.

2. Den (die) zu erwarmenden HSV Straw(s) bestimmen und zur Vorbereitung auf den Erwérmungsprozess schnell vom LN,-Behélter
in einen mit LN, gefilllten Behélter tiberfihren.

3. Zur anschlieBenden schnellen Bearbeitung den Behalter mit dem LN, neben das Mikroskop stellen.

4.  Die TS-Schale aus dem 37 °C-Inkubator oder Heizgerat nehmen und unter den Fokus im oberen Bereich des Objekttragers stellen.

5. Den Straw so weit hochheben, dass der farbige Handhabungsstab sichtbar wird. Sicherstellen, dass das Ende mit der (den) Probe(n)
in LN, eingetaucht bleibt.

6.  Einen Knipex (oder einen anderen Drahtschneider) verwenden, um den Straw auf Hohe des farbigen Handhabungsstabs abzuschneiden.

Die rote Schneidlangenfiihrung am Knipex sollte auf die maximale Lange eingestellt sein oder entfernt werden.

+ Alternativ den Straw mit Finger und Daumen drehen und dabei 10 mm unter der Spitze des farbigen Handhabungsstabs
Schneidbewegungen mit der Schere vornehmen.

7. Den Handhabungsstab mit einer ziigigen aber kontrollierten Handbewegung schnell greifen und ihn aus dem Straw herausziehen.

8.  Die Rinne unverziiglich in die 37 °C warme TS tauchen und leicht schwenken, um die Proben vom Instrument zu [8sen; dann 1 Minute
ruhen lassen.

Die Schritte 9-12 missen bei Raumtemperatur (22-27 °C) durchgefiihrt werden.

+ Bei Raumtemperatur: Unter Einsatz einer aseptischen Technik einen (1) 50-pl-Tropfen DS auf eine sterile Petrischale geben.

9. Etwas DS in die Transferpipette aufziehen und die Probe(n) von dem TS-Tropfen fiir einen Zeitraum von 4 Minuten mit einem minimalen

Volumen auf den DS-Tropfen tberfihren.

HINWEIS: Die Probe(n) bleibt (bleiben) wahrend der Exposition in DS geschrumpft.

WAHREND DIESER ZEIT DIE BEIDEN 50-pl-TROPFEN WS (WS1, WS2) WIE IM HSV-INSTRUMENTENSCHAUBILD DARGESTELLT

VORBEREITEN.

10. Die Probe(n) 4 Minuten lang auf den WS-Tropfen (WS1) Ubertragen.
HINWEIS: Die Probe(n) sollte(n) innerhalb von 2-3 Minuten in WS wieder ihre urspriingliche Grofe annehmen.
11. Dann die Probe(n) 4 Minuten lang auf den zweiten WS-Tropfen (WS2) iiberfiihren.
12. Erwdrmte OOZYTE(N) zur Wiederherstellung vor der weiteren Bearbeitung auf ein pré-aquilibriertes Kulturmedium mit 20 % (v/v)

Proteinzusatz oder 12 mg/ml (2-3 Stunden fiir Spindel-Neubildung) Ubertragen.

Es gibt zwei Optionen fiir erwérmte(n) EMBRYO(S):

a) Bei unverziiglichem Transfer in die Gebarmutter der Patientin: Den (die) EMBRYO(S) auf ein pra-aquilibriertes , Transfer-Medium
mit 20 % (v/v) Proteinzusatz oder 12 mg/ml (ibertragen.

b) Fur weitere Kultivierung: Den (die) EMBRYO(S) wahrend einer 4-stiindigen Wiederherstellungsphase auf ein pra-aquilibriertes
Kulturmedium mit 20 % (v/v) Proteinzusatz oder 12 mg/ml Ubertragen. Nach der Wiederherstellungsphase den (die) EMBRYO(S)
auf ein Kulturmedium mit 10 % (v/v) Protein iibertragen und eine Inkubation durchfiihren, bis das erwiinschte Entwicklungsstadium
fur den Transfer in die Gebarmutter der Patientin erreicht ist.

HINWEIS: Zur optimalen Fertilisation nach der Vitrifikation miissen wiederhergestellte Oozyten mit ICSI fertilisiert werden.

ERWARMEN DES CRYOLOCK™ ALS TRAGER:

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE JEDOCH NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND:
+ Sterile 4-Well-Schalen oder kleine sterile Petrischalen (35 X 10 mm oder gleichwertig)
+ Einmalhandschuhe
« Transferpipetten
+ Stoppuhr oder Zeitgeber
* Flissigstickstoff-Vorratshehélter
«  Flissigstickstoff
+ Proteinhaltiges Kulturmedium, vor dem Auftauprozess in einem CO,-Inkubator auf 37 °C vorgewarmt
+ 37 °C-Inkubator ohne CO, oder Heizgerat
+ Pinzette
GEBRAUCHSANWEISUNG
Vit Kit-Thaw Komponenten (pro Anwendung):
+ 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
ERWARMUNGSPROTOKOLL
HINWEIS: Die Schritte zur Erwarmung der Proben umfassen das Eintauchen des Gerats in TS bei 37 °C und nachfolgendes Verdiinnen
und Waschen in DS und WS bei Raumtemperatur.
1. Vorbereitung der Auftauschale (wie im Cryolock-Schaubild in Abbildung 1 dargestellt):
+ Bei 37 °C: Unter Einsatz einer aseptischen Technik eine Mindestmenge von 1 ml TS abgeben und in einem Inkubator ohne CO,
oder in einem Heizgerat mindestens 30 Minuten vor Start des Erwarmungsprozesses auf 37 °C erwérmen.
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2. Die zu erwérmende(n) Cryolock-Probe(n) bestimmen und zur Vorbereitung auf den Erwérmungsprozess schnell vom LN,-

Lagerungsbehélter in einen mit LN, gefiliten Aufbewahrungsbehélter dberfihren.

3. Denmit LN, gefliten Aufbewahrungsbehalter in unmittelbarer Nahe zum Arbeitsbereich und Objekitrager aufstellen, um anschlieRend
einen schnelleren Transfer vom Behélter zur TS-Lésung sicherzustellen.
4.  Die TS-Schale aus dem 37 °C-Inkubator oder Heizgerat nehmen und unter den Fokus im oberen Bereich des Objekttrégers stellen.
5. Mit einer Pinzette das obere Ende des Cryolocks mit dem Kennzeichnungsetikett nach oben halten.
Option A: Schnell aber vorsichtig unter LN, die Kappe abnehmen; hierzu die Teile drehen, bis sie sich losen.
Option B: Den Cryolock schnell aus dem LN, nehmen, dann schnell die Kappe durch leichtes Drehen abnehmen.
HINWEIS: Jedes Labor sollte seine eigenen Verfahren und Protokolle einhalten. Die Anwendung von Option Aist in den USA nicht zugelassen.
6. Die konkave Spitze des Cryolocks unverziiglich mit der (den) Probe(n) nach oben in 37 °C warme TS eintauchen. Den Cryolock
vorsichtig unter mikroskopischer Beobachtung bewegen, bis die Probe(n) sich von der Spitze geldst hat (haben).
7.  Die Probe(n) insgesamt 1 Minute lang in der TS belassen.
8.  DreiRig (30) Sekunden nach dem ersten Eintauchen ggf. in der Losung schwebende(n) Probe(n) vorsichtig pipettieren und zum Boden
der TS-L6sung bringen.
Die Schritte 9-12 miissen bei Raumtemperatur (22-27 °C) durchgefiihrt werden.

+ BeiRaumtemperatur: Unter Einsatz einer aseptischen Technik einen (1) 50-ul-Tropfen DS auf eine sterile Petrischale geben (siehe
Cryolock-Schaubild, Abbildung 2).

9.  Die Probe(n) fiir einen Zeitraum von 4 Minuten auf DS iiberfiihren. Die Proben einmal vorsichtig pipettieren, um sicherzustellen, dass sie
vollsténdig in DS gespiilt werden.

HINWEIS: Die Probe(n) bleibt (bleiben) wahrend der Exposition in DS geschrumpft.

10. Wahrend der 4-minltigen Expositionszeit in DS unter Einsatz einer aseptischen Technik zwei (2) 50-pl-Tropfen WS (WS1, WS2)
dispensieren, wie im Schaubild dargestellt.

11.  Die Probe(n) jeweils 4 Minuten lang im ungestérten Zustand auf WS1 und dann auf WS2 iiberfiihren.

HINWEIS: Die Probe(n) sollte(n) innerhalb von 2-3 Minuten in WS wieder ihre urspriingliche GroRe annehmen.

12. Erwdrmte OOZYTE(N) zur Wiederherstellung vor der weiteren Bearbeitung auf ein pra-aquilibriertes Kulturmedium mit 20 % (v/v)

Proteinzusatz oder 12 mg/ml (2-3 Stunden fiir Spindel-Neubildung) Ubertragen.

Es gibt zwei Optionen fiir erwérmte(n) EMBRYO(S):

a) Bei unverziiglichem Transfer in die Gebarmutter der Patientin: Den (die) EMBRYO(S) auf ein pra-aquilibriertes , Transfer'-Medium
mit 20 % (v/v) Proteinzusatz oder 12 mg/ml Gibertragen.

b) Fur weitere Kultivierung: Den (die) EMBRYO(S) wahrend einer 4-stiindigen Wiederherstellungsphase auf ein pra-aquilibriertes
Kulturmedium mit 20 % (v/v) Proteinzusatz oder 12 mg/ml (ibertragen. Nach der Wiederherstellungsphase den (die) EMBRYO(S)
auf ein Kulturmedium mit 10 % (v/v) Protein (ibertragen und eine Inkubation durchfiihren, bis das erwiinschte Entwicklungsstadium
fur den Transfer in die Gebarmutter der Patientin erreicht ist.

Weitere Einzelheiten zum Gebrauch dieser Produkte sind den Verfahren und Vorschriften des jeweiligen Labors zu entnehmen, die eigens
fur das jeweilige medizinische Programm entwickelt und optimiert wurden.

LAGERUNGSANWEISUNGEN UND STABILITAT

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

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

Da menschliches Ausgangsmaterial im Produkt vorhanden ist, kdnnen sich wahrend 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.

Flaschchen mit Losung, die Schéden oder Leckagen aufweisen, sichtbare Partikel enthalten, getribt 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 beschéadigt wurde.

EU: Zu den StandardmaBnahmen zur Prévention 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 wéhrend der Herstellung zur Inaktivierung/Entfernung von Viren.
Dessen ungeachtet kann die Mdglichkeit der Ubertragung infektiéser Erreger bei Verabreichung von Arzneimitteln, die aus menschlichem
Blut oder Plasma hergestellt sind, nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Dies gilt auch fiir unbekannte oder neu auftretende Viren und
sonstige Pathogene. Es liegen keine Berichte (iber bestatigte Virustibertragungen 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 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. fiir 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). Fir 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 Antikérper gegen Hepatitis C (HCV)
und Antikorper gegen das humane Immundefizienz-Virus (HIV). Kein Testverfahren kann jedoch mit vollstandiger Sicherheit ausschlieRen,
dass Produkte menschlichen Ursprungs infektios sind. Alle Materialien menschlichen Ursprungs sind unter Einhaltung der universellen
VorsichtsmaBnahmen so zu handhaben, als ob sie eine Infektion ibertragen kdnnten. Spender der Ausgangsmaterialien wurden auch auf
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) tiberprift.

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

AVVERTENZA PER L’UE: solo per uso professionale.

INDICAZIONI PER L’'USO

Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) & destinato all'uso nello scongelamento di ovociti (MII), zigoti pronucleati (PN), embrioni nella fase
di clivaggio al giorno 3 ed embrioni allo stadio di blastocisti, vitrificati con il Vitrification Freeze Kit (cod. cat. 90133-SO).

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

Thawing Solution-TS ¢ una soluzione tamponata con HEPES di Medium-199 contenente gentamicina solfato, 1,0 M di saccarosio e 20% (v/v)
di Dextran Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS & una soluzione tamponata con HEPES di Medium-199 contenente gentamicina solfato, 0,5 M di saccarosio e 20% (v/v)
di DSS.

Washing Solution-WS$ ¢é una soluzione tamponata con HEPES di Medium-199 contenente gentamicina solfato e 20% (v/v) di DSS.

I 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-Thaw per una concentrazione finale di 10 mg/ml di HSA e di 4 mg/ml di destrano.

Queste tre soluzioni sono formulate per essere usate in sequenza in base al protocollo di riscaldamento graduale in microgoccia.
COMPOSIZIONE

Sali e ioni Ammide di acido Fonte di proteine Prolina Altro
Cloruro di sodio nicotinico Albumina sierica umana  Tirosina Guanina
Fosfato di sodio Acido pantotenico Tamponi Alanina Ipoxantina
Cloruro di potassio Riboflavina Bicarbonato di sodio Acido aspartico Timina
Solfato di magnesio Piridossina HEPES Acido glutammico Uracile
Acetato di sodio Tiamina Isoleucina Xantina

Indicatore di pH

Cloruro di calcio Biotina Leucina Adenosina
Nitrato ferrico Alfa-tocoferolo Rosso fenolo Metionina Solfato di adenina
Cloruro di colina Bisolfato di sodio lg/lacLo!ecole Fenilalanina Desossiribosio
Vitamine e minerali Antiossidante ngf::?jm Serina Ribosio
Acido ascorbico Glutatione e Treonina Acqua
Acido amminobenzoico  Antibiotico Aminoacidi Triptofano Qualita WFI (Acqua
Calciterolo Gentamicina solfato Arginina Valina per iniezioni)
Acido folico ) N Glicina Cisteina

AR Substrati energetici Istidina \drossiprolina
Acido nicotinico lucosi UG rossip

Glucosio Lisina Cistina

Inositolo

GARANZIA DI QUALITA
Le soluzioni di Vit Kit-Thaw sono filtrate su membrana e preparate in asepsi mediante processi di produzione convalidati.
Tutti i lotti di Vit Kit-Thaw sono sottoposti ai seguenti test.
Soluzioni
Endotossine, mediante saggio del lisato di amebociti di Limulus (LAL) (< 0,6 EU/ml)
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.

RISCALDAMENTO DEL CRYOTIP COME PORTATORE

MATERIALI NECESSARI MA NON IN DOTAZIONE
+ Connettore (n. di catalogo 40736) o adattatore
+ Piastre di Petri sterili (50 x 9 mm, Falcon 351006 o equivalenti)
+ Guanti monouso
+  Siringa Hamilton GASTIGHT® (50 pl) n. di catalogo 80901
+ Pipette di trasferimento (pipette in vetro tirato o puntali per micropipetta con diametro interno del puntale di 200 um circa)
¢ Pinzette
« 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)
+  Forbici affilate (sterili)
+ Bagno d'acqua a 37 °C
+ Terreno di coltura con integratore proteico, pre-equilibrato a 37 °C in un incubatore a CO, prima della procedura di scongelamento
+ Incubatore senza CO, o piastra riscaldante a 37 °C
ISTRUZIONI PER L'USO
Componenti di Vit Kit-Thaw (per applicazione):
+ 50 pl di soluzione di scongelamento - TS
+ 50 pl di soluzione di diluizione - DS
+ 100 pl di soluzione di lavaggio - WS
+ 1 connettore
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PROTOCOLLO DI RISCALDAMENTO
(PER OVOCITI ED EMBRIONI)

o

13.
14.

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 le manipolazioni nelle soluzioni di scongelamento.

Prima di riscaldare i campioni vitrificati, portare a temperatura ambiente (20-27 °C) la quantita di TS, DS e WS necessaria.

NOTA - Evitare di portare ripetutamente a temperatura ambiente interi flaconi di TS, DS e WS se si deve utilizzare ogni volta solo

una piccola quantita di soluzione. E preferibile prelevare la quantita da utilizzare e rimettere immediatamente i flaconi in frigorifero

a2-8°C.

Riempire il serbatoio di azoto liquido (pieno per circa '80%) e porlo in prossimita del congelatore a LN, contenente i campioni da

scongelare.

Estrarre i CryoCane con i goblet contenenti i CryoTip con i campioni vitrificati dal congelatore di conservazione in azoto liquido

e trasferirli nel serbatoio riempito con azoto liquido.

ATTENZIONE - Accertarsi che i CryoTip rimangano sommersi in LN, (nel goblet) durante il trasferimento dal congelatore al serbatoio

di LN,, per prevenire lo scongelamento incontrollato dei campioni.

Porre il serbatoio vicino al microscopio ai fini di una manipolazione rapida.

Etichettare una piastra di Petri (o coperchio) sterile con le informazioni necessarie.

Prima dell'uso, capovolgere delicatamente due volte i flaconi di TS, DS e WS per mescolarne il contenuto.

Preparare la piastra con gocce delle soluzioni per il protocollo di riscaldamento, come segue:

Dispensare con tecnica asettica una sequenza di 2 microgocce sul coperchio capovolto di una piastra di Petri sterile, come mostrato

nella Figura 1, e posizionare la piastra sul tavolino del microscopio:
* una goccia da 50 pl di TS;

* una goccia da 50 pl di DS;
+ (due gocce di WS saranno preparate pit avanti al punto 11).

Porre il bagno d’acqua a 37 °C vicino al microscopio. Tenere a portata di mano una pipetta di trasferimento e puntali, forbici affilate

sterili, siringa Hamilton e salviette sterili.

Usando le pinzette (o delle pinze), recuperare il CryoTip specifico dal CryoCane in azoto liquido, immergerlo rapidamente nel bagno

d'acqua a 37 °C (2 500 ml) e farlo roteare delicatamente per 3 secondi per riscaldarlo (vedere Figura 2) a +24.000 °C/min.

Dispensare rapidamente il contenuto del CryoTip come segue (vedere Figura 3):

+ Asciugare rapidamente il CryoTip con una salvietta sterile

+ Rimuovere la guaina metallica di copertura

+ Tagliare il sigillo sull’estremita larga del CryoTip in corrispondenza del segno n. 4

+ Fissare bene I'estremita larga del CryoTip alla siringa Hamilton o al dispositivo di aspirazione adatto mediante un connettore
0 un adattatore.

NOTA - Prima di collegare la siringa al connettore e al CryoTip, sollevarne lo stantuffo di circa 0,5 pollici (1,3 cm).

+ Asciugare delicatamente la punta sottile con una salvietta sterile.

+ Tenendo il CryoTip al di sopra della piastra di scongelamento preparata, tagliare rapidamente il sigillo in corrispondenza del segno
n. 2 sull'estremita della punta sottile e dispensare il contenuto del CryoTip sotto forma di gocciolina (circa 1 pl) in una zona asciutta
della piastra al di sopra della goccia di TS (vedere la Figura 4).

NOTA - EVITARE LA FORMAZIONE DI BOLLE DURANTE LA DISPENSAZIONE DEL CONTENUTO.

Unire la goccia di TS al contenuto del CryoTip e attenderne la miscelazione graduale per 1 minuto (vedere la Figura 4).

Nota - | campioni si contrarranno e galleggeranno sulla superficie della goccia.

NOTA - Dopo ciascun trasferimento di campioni, espellere eventuale liquido rimasto nella pipetta di trasferimento e aspirare un po’

di soluzione dalla goccia successiva prima della manipolazione seguente. Evitare la formazione di bolle durante il trasferimento.

Aspirare un po’ di DS nella pipetta di trasferimento e trasferire i campioni con un volume minimo di soluzione dalla goccia di TS alla

goccia di DS per 4 minuti.

NOTA - Durante I'esposizione alla DS, il campione rimane contratto.

NELL'ATTESA, PREPARARE LE DUE GOCCE DA 50 pl DI WS (WS1, WS2), COME MOSTRATO NELLA FIGURA 4.

Trasferire i campioni nella goccia di WS (WS1) per 4 minuti.

NOTA - Nella WS, i campioni devono espandersi nuovamente alle dimensioni originali entro 2-3 minuti.

Trasferire i campioni nella seconda goccia di WS (WS2) per 4 minuti.

Prima delle manipolazioni successive, gli OVOCITI devono essere trasferiti in terreno di coltura pre-equilibrato con integratore proteico

al 20% (v/v) 0 12 mg/ml per il recupero (2-3 ore per consentire la riformazione del fuso).

Per gli EMBRIONI riscaldati esistono due opzioni:

a) Per il trasferimento immediato alla paziente: trasferire gli EMBRIONI nel mezzo di “trasferimento” pre-equilibrato con integratore
proteico al 20% (v/v) 0 12 mg/ml.

b) Per l'ulteriore coltura: trasferire gli embrioni nel terreno di coltura pre-equilibrato con integratore proteico al 20% (v/v) o0 12 mg/ml
per un periodo di recupero di 4 ore. Dopo il periodo di recupero, trasferire gli EMBRIONI in un terreno di coltura con contenuto
proteico del 10% (v/v) e incubarli opportunamente fino a raggiungere lo stadio di sviluppo desiderato per il trasferimento
alla paziente.

RISCALDAMENTO DEL DISPOSITIVO HSV COME PORTATORE
MATERIALE NECESSARIO MA NON IN DOTAZIONE

Piastra sterile a 4 pozzetti (Nunc 179830, 144444 o equivalente) OPPURE piastra di coltura di organi (BD Falcon 353037)

Guanti monouso

Pipette di trasferimento

Pinzette

Cronometro o timer

Serbatoio contenente azoto liquido

Azoto liquido

Forbici, Knipex o un altro strumento per tagliare fili metallici

Terreno di coltura con integratore proteico, pre-equilibrato a 37 °C in un incubatore a CO, prima della procedura di scongelamento
Incubatore senza CO, o piastra riscaldante a 37 °C
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ISTRUZIONI PER L'USO

Componenti di Vit Kit-Thaw (per applicazione):
+ 250 pl di soluzione di scongelamento — TS
+ 50 pl di soluzione di diluizione - DS
+ 100 pl di soluzione di lavaggio - WS

PROTOCOLLO DI RISCALDAMENTO

(PER OVOCITI ED EMBRIONI)
NOTA - Le operazioni di riscaldamento includono I'immersione del dispositivo in TS a 37 °C, e la diluizione e il lavaggio successivi
in DS e WS a temperatura ambiente

1. Preparare le piastre di riscaldamento (come mostrato nel diagramma del dispositivo HSV):

« A37 °C: dispensare con tecnica asettica 250 pl di TS in una piastra sterile a 4 pozzetti o una piastra per coltura di organi e porla
in un incubatore a 37 °C senza CO, 0 su una piastra riscaldante almeno 30 minuti prima della procedura di riscaldamento.

NOTA - Per gli ovociti, dispensare almeno 1 ml di TS.

2. ldentificare le paillette HSV da riscaldare dal contenitore di conservazione con LN, e trasferirle rapidamente al serbatoio riempito con

LN, in preparazione alla procedura di scongelamento.

Porre il serbatoio con LN, vicino al microscopio per la successiva manipolazione rapida.

Rimuovere la piastra di TS dall'incubatore o dalla piastra riscaldante a 37 °C e metterla a fuoco dopo averla collocata sul tavolino

traslatore del microscopio.

5. Sollevare la paillette a sufficienza da esporre 'asta di manipolazione colorata. Accertarsi che I'estremita con i campioni resti immersa
in LN,

6. Usaré un Knipex (o un altro strumento per tagliare i fili metallici) per tagliare la paillette all'altezza dell’asta di manipolazione colorata.

La guida della lunghezza di taglio rossa sul Knipex deve essere regolata sulla lunghezza massima o rimossa.

+ Inalternativa, far girare la paillette tra il pollice e le altre dita mentre si eseguono dei movimenti di taglio con le forbici, 10 mm sotto
I'asta di manipolazione colorata.

7. Con un solo movimento, rapido ma controllato, afferrare velocemente I'asta di manipolazione ed estrarla dalla paillette.
8. Immergere immediatamente il canale in TS a 37 °C, farlo roteare delicatamente per staccare i campioni dal dispositivo e attendere

1 minuto.

| passaggi da 9 a 12 devono essere eseguiti a temperatura ambiente (22-27 °C).

+ Atemperatura ambiente: dispensare con tecnica asettica una (1) goccia da 50 pl di DS su una piastra di Petri sterile.

9. Aspirare un po’ di DS nella pipetta di trasferimento e trasferire i campioni con un volume minimo di soluzione dalla goccia di TS

a quella di DS per 4 minuti.

NOTA - Durante I'esposizione alla DS, il campione rimane contratto.

NELL'ATTESA, PREPARARE LE DUE GOCCE DA 50 pl DI WS (WS1, WS2), COME MOSTRATO NEL DIAGRAMMA DEL

DISPOSITIVO HSV.

10. Trasferire i campioni nella goccia di WS (WS1) per 4 minuti.
NOTA - Nella WS, i campioni devono espandersi nuovamente alle dimensioni originali entro 2-3 minuti.

11, Trasferire i campioni nella seconda goccia di WS (WS2) per 4 minuti.

12.  Prima delle manipolazioni successive, gli OVOCITI devono essere trasferiti in terreno di coltura pre-equilibrato con integratore proteico
al 20% (v/v) o 12 mg/ml per il recupero (2-3 ore per consentire la riformazione del fuso).

Per gli EMBRIONI riscaldati esistono due opzioni:

a) Per il trasferimento immediato alla paziente: trasferire gli EMBRIONI nel mezzo di “trasferimento” pre-equilibrato con integratore
proteico al 20% (v/v) 0 12 mg/ml.

b) Per l'ulteriore coltura: trasferire gli embrioni nel terreno di coltura pre-equilibrato con integratore proteico al 20% (v/v) 0 12 mg/ml
per un periodo di recupero di 4 ore. Dopo il periodo di recupero, trasferire gli EMBRIONI in un terreno di coltura con contenuto
proteico del 10% (v/v) e incubarli opportunamente fino a raggiungere lo stadio di sviluppo desiderato per il trasferimento alla paziente.

NOTA - Per ottenere risultati ottimali dopo la vitrificazione, gli ovociti recuperati devono essere fecondati con ICSI.

RISCALDAMENTO DEL CRYOLOCK™ COME PORTATORE

MATERIALI NECESSARI MA NON IN DOTAZIONE

Piastra sterile a 4 pozzetti o piastre di Petri sterili piccole (35 x 10 mm o equivalenti)

Guanti monouso

Pipette di trasferimento

Cronometro o timer

Serbatoio contenente azoto liquido

Azoto liquido

Terreno di coltura con integratore proteico, pre-equilibrato a 37 °C in un incubatore a CO, prima della procedura di scongelamento
Incubatore senza CO, o piastra riscaldante a 37 °C

Pinza

ISTRUZIONI PER L'USO

Componenti di Vit Kit-Thaw (per applicazione):
+ 1 pl di soluzione di scongelamento — TS
+ 50 pl di soluzione di diluizione - DS
+ 100 pl di soluzione di lavaggio - WS

PROTOCOLLO DI RISCALDAMENTO
NOTA - Le operazioni di riscaldamento includono I'immersione del dispositivo in TS a 37 °C, e la diluizione e il lavaggio successiviin DS e WS
a temperatura ambiente
1. Preparare la piastra di scongelamento (come mostrato nel diagramma del Cryolock, Figura 1):
+ A37°C:almeno 30 minuti prima dell'inizio della procedura di riscaldamento, dispensare in modo asettico un volume minimo di 1 ml
di TS e riscaldarlo a 37 °C in un incubatore senza CO, 0 su una piastra riscaldante.
2. Inpreparazione alla procedura di riscaldamento, identificare i campioni Cryolock da riscaldare e trasferirli velocemente dal contenitore
di conservazione con LN, a un serbatoio di raccolta pieno di LN,

> w
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3. Collocare quest'ultimo serbatoio vicino all'area di lavoro e al tavolino traslatore del microscopio per consentire il successivo trasferimento
rapido dal serbatoio stesso alla TS.

4. Rimuovere la piastra di TS dall'incubatore o dalla piastra riscaldante a 37 °C e metterla a fuoco dopo averla collocata sul tavolino
traslatore del microscopio.

5. Con una pinza, tenere I'estremita superiore del corpo del Cryolock con I'etichetta di identificazione rivolta verso I'alto.

Opzione A: togliere rapidamente ma delicatamente il tappo sotto il contenitore di LN,, girando le parti fino al distacco.

Opzione B: estrarre rapidamente il Cryolock dal contenitore di LN,, quindi togliere rapidamente il tappo girandolo delicatamente.
NOTA- Attenersi alle procedure e ai protocolli previsti dal laboratorio di appartenenza. L'opzione A non € stata approvata per I'uso negli USA.
6. Immergere immediatamente la punta concava del Cryolock, con i campioni rivolti verso I'alto, nella TS a 37 °C. Sotto osservazione

al microscopio, muovere delicatamente il Cryolock finché i campioni non vengono rilasciati dalla punta.

7. Lasciare i campioni nella TS per 1 minuto in totale.
8. Atrenta (30) secondi dall'immersione iniziale, se i campioni galleggiano sulla soluzione, pipettarli delicatamente per affondarveli.
| passaggi da 9 a 12 devono essere eseguiti a temperatura ambiente (22-27 °C).

+ Atemperatura ambiente: dispensare con tecnica asettica una (1) goccia da 50 pl di DS su una piastra di Petri sterile (vedere
il diagramma del Cryolock, Figura 2).

9.  Trasferire il campione o i campioni alla DS per 4 minuti. Pipettare delicatamente i campioni una volta per garantirne il completo
risciacquo nella DS.

NOTA - Durante I'esposizione alla DS, il campione rimane contratto.

10. Durante i 4 minuti di esposizione alla DS, dispensare in modo asettico due (2) gocce da 50 ul di WS (WS1, WS2) come mostrato
nel diagramma.

11. Trasferire il campione o i campioni alla WS1 e successivamente alla WS2 per 4 minuti in ciascun caso, lasciandoli riposare.

NOTA - Nella WS, i campioni devono espandersi nuovamente alle dimensioni originali entro 2-3 minuti.

12.  Prima delle manipolazioni successive, gli OVOCITI devono essere trasferiti in terreno di coltura pre-equilibrato con integratore proteico
al 20% (v/v) o 12 mg/ml per il recupero (2-3 ore per consentire la riformazione del fuso).

Per gli EMBRIONI riscaldati esistono due opzioni:

a) Per il trasferimento immediato alla paziente: trasferire gli EMBRIONI nel mezzo di “trasferimento” pre-equilibrato con integratore
proteico al 20% (v/v) 0 12 mg/ml.

b) Per l'ulteriore coltura: trasferire gli embrioni nel terreno di coltura pre-equilibrato con integratore proteico al 20% (v/v) 0 12 mg/ml
per un periodo di recupero di 4 ore. Dopo il periodo di recupero, trasferire gli EMBRIONI in un terreno di coltura con contenuto
proteico del 10% (v/v) e incubarli opportunamente fino a raggiungere lo stadio di sviluppo desiderato per il trasferimento alla
paziente.

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.

ISTRUZIONI PER LA CONSERVAZIONE E STABILITA

Conservare le fiale non aperte in frigorifero a una temperatura compresa tra 2 e 8 °C. Se conservate secondo le istruzioni, le soluzioni del
Vitrification Thaw 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 ottem-
peranza alle norme di legge sulla rintracciabilita.

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 l'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 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. somministrato a una paziente al fine di mantenere I'associazione tra la stessa 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
dell'immunodeficienza 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.

INDICACION DE USO

El Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) se ha disefiado para la descongelacion de los ovocitos vitrificados (MIl), cigotos pronucleares (PN)
hasta embriones en el estadio de division del dia 3 y embriones en el estadio de blastocisto que se hayan vitrificado con el Vitrification
Freeze Kit (n.° de catalogo 90133-S0).

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

La Thawing Solution-TS es una solucién tamponada de HEPES del Medium-199 que contiene sulfato de gentamicina, sacarosa
1,0 My 20 % (v/v) del Dextran Serum Supplement (DSS).

La Dilution Solution-DS es una solucién tamponada de HEPES del Medium-199 que contiene sulfato de gentamicina, sacarosa
0,5 My 20 % (v/v) del DSS.

La Washing Solution-WS es una solucién tamponada de HEPES del Medium-199 que contiene sulfato de gentamicina 'y 20 % (v/v) del DSS.

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-Thaw, es decir, con una concentracion final de HSA de 10 mg/ml y de dextrano de 4 mg/ml.

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

COMPOSICION
Sales e iones Amida del &cido Fuente de proteina Prolina Otro
Cloruro sédico nicotinico Albimina sérica humana  Tirosina Guanina
Fosfato sédico Acido pantoténico Sistemas tampén Alanina Hipoxantina
Cloruro potasico Riboflavina Bicarbonato sodico Acido aspartico Timina
Sulfato de magnesio Piridoxina HEPES Acido glutamico Uracilo
Acetato sédico Tiamina Indicador del pH Isoleucina Xantina
Cloruro célcico Biotina —p_Rojo de fenol Leucina Adenosina
Nitrato férrico Alfa-tocoferol . Metionina Sulfato de adenina
Cloruro de colina Bisulfito de sodio Macromoléculas Fenilalanina Desoxirribosa
Vitaminas y minerales  Antioxidante g:i?r?r?: Serina Ribosa
Acido ascérbico Glutation e Treonina Agua
Acido aminobenzoico  Antibiotico Aminoécidos Triptéfano Calidad de agua para
Calciferol Sulfato de gentamicina 19N Valina inyectables
Acido folico i Glicina Cisteina
Acido nicotinico mﬂﬁ Histidina Hidroxiprolina
Lisina Cistina

Inositol

CONTROL DE CALIDAD
Las soluciones de Vit Kit-Thaw se filtran a través de membranas y se procesan en condiciones asépticas conforme a procesos de
fabricacion validados.
Cada lote de Vit Kit-Thaw se somete a los ensayos siguientes:
Soluciones:
Endotoxinas, por el método LAL (lisado de amebocitos de Limulus) (0,6 UE/ml)
Ensayo de embriones de raton (estadio de una célula) (=80 % 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 anlisis especifico de cada lote, el cual puede obtenerse previa peticion.

PARA CALENTAR EL CRYOTIP COMO MEDIO DE TRANSPORTE:

MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS
+ Conector (n.° de catalogo 40736) o adaptador
Placas de Petri estériles (50 x 9 mm, Falcon 351006 o equivalente)
Guantes desechables
Jeringa de Hamilton GASTIGHT® (50 pl, n.° de catalogo 80901)
Pipetas de transferencia (pipetas de vidrio estiradas o puntas de micropipeta que tengan un didmetro interno de ~200 pm)
* Pinzas
+  Cronémetro o temporizador
+ Deposito de nitrégeno liquido (vaso Dewar o de espuma de poliestireno con tapa, volumen 1-2 1)
+ Nitrégeno liquido (volumen suficiente para llenar el depdsito con una profundidad de 4 in [10 cm])
+ Tijeras afiladas (estériles)
+ Bafio de agua a 37 °C
* Medio de cultivo con proteinas, preequilibrado a 37 °C en una incubadora de CO, antes del procedimiento de descongelacion
+ Incubadora de 37 °C sin CO, o platina de calentamiento
INSTRUCCIONES DE USO
Componentes de Vit Kit-Thaw (por aplicacion):
+ 50 pl de Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS
+ 1 conector
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PROTOCOLO DE CALENTAMIENTO
(PARA OVOCITOS Y EMBRIONES):

o1

13.
14.

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 las manipulaciones con las soluciones de descongelacion.

Lleve a temperatura ambiente (20-27 °C) la cantidad de TS, DS y WS que desee utilizar antes de calentar las muestras vitrificadas.

NOTA: Procure no llevar de forma reiterada a temperatura ambiente los viales enteros de TS, DS y WS cada vez que necesite una

pequefia cantidad 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.

Llene de nitrgeno liquido el depésito correspondiente (~80 %) y coloquelo cerca del congelador de N,L que contenga las muestras

que desee descongelar.

Saque del congelador de nitrogeno liquido las cafias con las copas que contengan los CryoTips con las muestras vitrificadas

y transfiéralas al depoésito lleno de nitrégeno liquido.

PRECAUCION: Asegtrese de que los CryoTips permanezcan sumergidos en el N,L (en la copa) durante la transferencia desde

el congelador hasta el depésito de N,L para evitar una descongelacion incontrolada de las muestras.

Coloque el depdsito cerca del microscopio para agilizar su manipulacion.

Etiquete cada placa de Petri estéril (o tapa) con la informacion necesaria.

Invierta con suavidad dos veces cada vial de TS, DS y WS para mezclar su contenido antes de usarlo.

Prepare la placa con gotas de las soluciones para el protocolo de calentamiento de la siguiente manera:

Dispense de manera aséptica y secuencial 2 microgotas sobre una tapa invertida de una placa de Petri estéril segln se muestra

en la figura 1, y coloque la placa en la platina del microscopio:

* Una gota de 50 pl de TS
« Una gota de 50 pl de DS
+ (Méas adelante, en el paso 11 se dispensaran dos gotas de WS)

Coloque el bafio de agua a 37 °C cerca del microscopio. Tenga a mano lo siguiente: una pipeta de transferencia y puntas, tijeras

afiladas estériles, una jeringa de Hamilton y toallitas estériles.

Con unas pinzas, recupere el CryoTip especifico de la cafia en nitrégeno liquido, sumérjalo enseguida en el bafio de agua a 37 °C

(2500 ml) y balancéelo con suavidad durante 3 segundos para calentarlo (véase la figura 2) a +24.000 °C/min.

Dispense rapidamente el contenido del CryoTip tal como se indica a continuacion (véase la figura 3):

+ Seque rapidamente el CryoTip con una toallita estéril.

+ Quite la funda metdlica protectora.

+ Corte el sello del extremo ancho del CryoTip por la marca 4.

+ Adhiera de manera segura con un conector o adaptador el extremo ancho del CryoTip a la jeringa de Hamilton o al utensilio
pertinente de aspiracion.

NOTA: Levante el émbolo de la jeringa 0,5 in (1,3 cm) antes de conectar la jeringa al conector y al CryoTip.

+ Seque suavemente la punta fina con una toallita estéril

+ Con el CryoTip colocado sobre la placa de descongelacion preparada, corte enseguida el sello por la marca 2 del extremo de la
punta fina y dispense el contenido del CryoTip en forma de una pequefia gota (~1 pl) en una region seca de la placa por encima
de la gota de TS (véase la figura 4).

NOTA: PROCURE QUE NO SE FORMEN BURBUJAS AL DISPENSAR EL CONTENIDO.

Fusione la gota de TS con el contenido del CryoTip y deje que se mezclen de forma gradual durante 1 minuto (véase la figura 4).

Nota: Las muestras se encogeran y flotaran hacia la parte superior de la gota.

NOTA: Después de cada transferencia de la(s) muestra(s), elimine mediante soplado el liquido residual de la pipeta de transferencia

y aspire parte de la solucion de la siguiente gota antes de la siguiente manipulacion. Procure que no se formen burbujas durante las

transferencias.

Aspire un poco de DS en la pipeta de transferencia y transfiera la(s) muestra(s) de la gota de TS con un volumen minimo a la gota

de DS durante 4 minutos.

NOTA: La muestra se encogera durante la exposicion a la DS.

DURANTE ESTE TIEMPO, PREPARE LAS DOS GOTAS DE 50 pl DE WS (WS1, WS2) TAL COMO SE MUESTRAEN LAFIGURA 4.

Transfiera la(s) muestra(s) a la gota de WS (WS1) durante 4 minutos.

NOTA: La(s) muestra(s) se volvera(n) a expandir hasta el tamafio original en 2-3 minutos en WS.

Luego, transfiera la(s) muestra(s) a la segunda gota de WS (WS2) durante 4 minutos.

Antes de las manipulaciones posteriores, transfiera el OVOCITO u OVOCITOS calentados al medio de cultivo preequilibrado con

20 % (v/v) de suplemento proteico o 12 mg/ml para su recuperacion (2-3 horas para que dé tiempo a que se forme de nuevo el huso).

Existen dos opciones con el EMBRION u EMBRIONES calentados:

a) Transferencia inmediata a la paciente: transfiera el EMBRION u EMBRIONES a un medio de «transferencia» preequilibrado que
contenga 20 % de suplemento proteico (v/v) 0 12 mg/ml.

b) Cultivo adicional: transfiera el EMBRION u EMBRIONES a un medio de cultivo preequilibrado que contenga 20 % (v/v) de
suplemento proteico o 12 mg/ml durante un periodo de recuperacion de 4 horas. Después del periodo de recuperacion, transfiera
el EMBRION U EMBRIONES al medio de cultivo con 10 % (v/v) de proteinas e incube de la manera conveniente hasta alcanzar
la etapa de desarrollo deseada para su transferencia a la paciente.

PARA CALENTAR EL DISPOSITIVO DE HSV COMO MEDIO DE TRANSPORTE:
MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS

Placa estéril de 4 pocillos (Nunc 179830, 144444 o equivalente) o placa para cultivo de érganos (BD Falcon 353037)
Guantes desechables

Pipetas de transferencia

Pinzas

Cronémetro o temporizador

Deposito de nitrégeno liquido

Nitrégeno liquido

Tijeras, alicates u otra herramienta para cortar alambre
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* Medio de cultivo con proteinas, preequilibrado a 37 °C en una incubadora de CO, antes del procedimiento de descongelacion
+ Incubadora de 37 °C sin CO, o platina de calentamiento

INSTRUCCIONES DE USO

Componentes de Vit Kit-Thaw (por aplicacion):
+ 250 pl de Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS

PROTOCOLO DE CALENTAMIENTO

(PARA OVOCITOS Y EMBRIONES):

NOTA: Los pasos de calentamiento consisten en sumergir el dispositivo en TS a 37 °Cy luego diluirlo y lavarlo en DS y WS a tempera-
tura ambiente.

1. Prepare las placas de calentamiento (como se muestra en el diagrama del dispositivo HSV):

+ A 37 °C: dispense de manera aséptica 250 pl de TS en una placa estéril de 4 pocillos o en una placa de cultivo de 6rganos
y coléquela en una incubadora de 37 °C sin CO, o en una platina de calentamiento durante al menos 30 minutos antes del
procedimiento de calentamiento.

NOTA: Para los ovocitos, dispense como minimo 1 ml de TS.

2. ldentifique en el congelador de N,L la(s) pajuela(s) de HSV que desee calentar y transfiérala(s) rapidamente al depésito lleno de N,L

como preparacién para el procedimiento de descongelacion.

Coloque el depdsito de N,L cerca del microscopio para agilizar la manipulacion posteriormente.

Retire la placa de TS de la incubadora de 37 °C o de la platina de calentamiento y enfoque la placa (sobre la platina del microscopio).

5. Levante la pajuela lo suficiente para exponer la varita de manipulacion con codigo de color. Cercidrese de que el extremo con la(s)
muestra(s) permanezca sumergido en N,L.

6.  Use unos alicates (u otra herramienta similar) para cortar la pajuela a la altura de la varita de manipulacién. La guia roja de longitud
de corte de los alicates se colocara en la posicion de maxima longitud o bien se retirara.

+ Otra alternativa es girar la pajuela entre el pulgar y los demas dedos mientras efectia los movimientos de corte con las tijeras,
10 mm por debajo de la parte superior de la varita de manipulacion.

7. Con un movimiento rapido pero controlado, agarre la varita de manipulacion y saquela de la pajuela.

8. Sumerja de inmediato el surco en la TS a 37 °C y balancéelo para despegar las muestras del dispositivo y déjelo durante 1 minuto.

Los pasos 9-12 se realizaran a temperatura ambiente (22-27 °C).

+ Atemperatura ambiente: Dispense de manera aséptica una (1) gota de 50 pl de DS en una placa de Petri estéril.

9. Aspire un poco de DS en la pipeta de transferencia y transfiera la(s) muestra(s) de la gota de TS con un volumen minimo a la gota
de DS durante 4 minutos.

NOTA: La muestra se encogera durante la exposicion a la DS.

DURANTE ESTE TIEMPO, PREPARE LAS DOS GOTAS DE 50 ul DE WS (WS1, WS2) TAL COMO SE MUESTRAEN EL DIAGRAMA

DEL DISPOSITIVO DE HSV.

10. Transfiera la(s) muestra(s) a la gota de WS (WS1) durante 4 minutos.

NOTA: La(s) muestra(s) se volvera(n) a expandir hasta el tamafio original en 2-3 minutos en WS.

11, Luego, transfiera la(s) muestra(s) a la segunda gota de WS (WS2) durante 4 minutos.

12. Transfiera el OVOCITO u OVOCITOS calentados al medio de cultivo preequilibrado con 20 % (v/v) de suplemento proteico 0 12 mg/ml
para su recuperacion (2-3 horas para que dé tiempo a que se forme de nuevo el huso) antes de las manipulaciones posteriores.
Existen dos opciones con el EMBRION u EMBRIONES calentados:

a) Transferencia inmediata a la paciente: transfiera el EMBRION u EMBRIONES a un medio de «transferencia» preequilibrado que
contenga 20 % (v/v) de suplemento proteico 0 12 mg/ml.

b) Cultivo adicional: transfiera el EMBRION u EMBRIONES a un medio de cultivo preequilibrado que contenga 20 % (v/v) de suplemento
proteico 0 12 mg/ml durante un periodo de recuperacion de 4 horas. Después del periodo de recuperacion, transfiera el EMBRION
U EMBRIONES al medio de cultivo con 10 % (v/v) de proteinas e incube de la manera conveniente hasta alcanzar la etapa de
desarrollo deseada para su transferencia a la paciente.

NOTA: Los ovocitos recuperados se fecundaran mediante ICSI para obtener una fertilizacion 6ptima después de la vitrificacion.

PARA CALENTAR EL CRYOLOCK™ COMO MEDIO DE TRANSPORTE:

MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS
+ Placa estéril de 4 pocillos o pequefias placas de Petri estériles (35 x 10 mm o equivalente)
Guantes desechables
Pipetas de transferencia
Cronémetro o temporizador
Deposito de nitrégeno liquido
Nitrégeno liquido
Medio de cultivo con proteinas, preequilibrado a 37 °C en una incubadora de CO, antes del procedimiento de descongelacion
Incubadora de 37 °C sin CO, o platina de calentamiento
Pinzas
INSTRUCCIONES DE USO
Componentes de Vit Kit-Thaw (por aplicacion):
+ 1 mlde Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS
PROTOCOLO DE CALENTAMIENTO
NOTA: Los pasos de calentamiento consisten en sumergir el dispositivo en TS a 37 °C y luego diluirlo y lavarlo en DS y WS a temperatura
ambiente.
1. Configure la placa de descongelacion (como se muestra en diagrama de Cryolock de la figura 1):
+A37°C: Dispense de manera aséptica un volumen minimo de 1 ml de TSy caliéntela a 37 °C en una incubadora sin CO, 0 en una
platina de calentamiento durante al menos 30 minutos antes de iniciar el procedimiento de calentamiento.

> w
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2. Identifique el dispositivo o dispositivos que tengan la(s) muestra(s) que desee calentar y transfiéralos enseguida del congelador
de N,L a un depdsito de retencion lleno de N,L como paso previo al procedimiento de calentamiento.
3. Cologue el depdsito de retencion lleno de N,L en las proximidades del area de trabajo y de la platina del microscopio para agilizar
su manipulacion y transferencia del depésito a la TS.
4. Retire la placa de TS de la incubadora de 37 °C o de la platina de calentamiento y enfoque la placa (sobre la platina del microscopio).
5. Sostenga con las pinzas el extremo superior del cuerpo del Cryolock (la etiqueta de identificacion debe mirar hacia arriba).
Opcion A: Quite con rapidez pero con suavidad la tapa sumergida en el N,L girando las piezas hasta que se suelten.
Opcion B: Saque enseguida el Cryolock del N,L y luego quite rapidamente la tapa con un giro suave.
NOTA: El laboratorio debera consultar sus propios procedimientos y protocolos. La opcion A no esté autorizada en Estados Unidos.
6.  Sumerja de inmediato la punta concava del Cryolock, con la(s) muestra(s) mirando hacia arriba, en la TS a 37 °C. Observando con
el microscopio, mueva suavemente el Cryolock hasta que se libere(n) la(s) muestra(s) de la punta.
7. Deje la(s) muestra(s) en la TS durante 1 minuto en total.
8.  Treinta (30) segundos después de la inmersion inicial, pipetee con suavidad la(s) muestra(s) si esta(n) flotando y coloquela(s) en
el fondo de la TS.
Los pasos 9-12 se realizaran a temperatura ambiente (22-27 °C).
+ Atemperatura ambiente: Dispense de manera aséptica una (1) gota de 50 pl de DS en una placa de Petri estéril (véase el diagrama
de Cryolock en la figura 2).
9. Transfiera la(s) muestra(s) a DS durante 4 minutos. Con cuidado, pipetee las muestras una vez para su enjuague completo en DS.
NOTA: La muestra se encogera durante la exposicion a la DS.
10. Durante los 4 minutos de exposicion a DS, dispense de manera aséptica dos (2) gotas de 50 pl de WS (WS1, WS2) como se muestra
en el diagrama.
11, Transfiera la(s) muestra(s) a WS1 y luego a WS2 durante 4 minutos cada vez, sin alterarla(s).
NOTA: La(s) muestra(s) se volvera(n) a expandir hasta el tamafio original en 2-3 minutos en WS.
12. Transfiera el OVOCITO u OVOCITOS calentados al medio de cultivo preequilibrado con 20 % (v/v) de suplemento proteico o0 12 mg/ml
para su recuperacion (2-3 horas para que dé tiempo a que se forme de nuevo el huso) antes de las manipulaciones posteriores.
Existen dos opciones con el EMBRION u EMBRIONES calentados:
a) Transferencia inmediata a la paciente: transfiera el EMBRION u EMBRIONES a un medio de «transferencia» preequilibrado que
contenga 20 % (v/v) de suplemento proteico 0 12 mg/ml.
b) Cultivo adicional: transfiera el EMBRION u EMBRIONES a un medio de cultivo preequilibrado que contenga 20 % (v/v) de suplemento
proteico 0 12 mg/ml durante un periodo de recuperacién de 4 horas. Después del periodo de recuperacion, transfiera el EMBRION
U EMBRIONES al medio de cultivo con 10 % (v/v) de proteinas e incube de la manera conveniente hasta alcanzar la etapa de
desarrollo deseada para su transferencia a la paciente.
Para més detalles sobre la utilizacion 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.

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 Thaw 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 ningun efecto conocido en el rendimiento del producto.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Este producto esta destinado a su uso por parte de personal con formacion en procedimientos de reproduccion asistida. Entre estos
procedimientos se incluye la aplicacion 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.

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

Para evitar problemas de contaminacién, 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 inclusion 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 FUJIFILM Irvine
Scientific, Inc., se registren el nombre y el nimero 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 alblimina 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, ningtin 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 antibictico.
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FRANGAIS

MISE EN GARDE (UE) : réservé a un usage professionnel.

INDICATION

Le Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) est congu pour servir a la décongélation des ovocytes (Mll), des zygotes pronucléaires (PN),
des embryons du premier au troisiéme jour du stade de segmentation et des embryons au stade blastocyste, qui ont été vitrifiés a I'aide
du Vitrification Freeze Kit (réf. 90133-S0O).

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

La Thawing Solution-TS est une solution de milieu 199 tamponnée & 'HEPES contenant du sulfate de gentamicine, 1,0 M de saccharose
et 20 % (v/v) de DSS (Dextran Serum Supplement).

La Dilution Solution-DS est une solution de milieu 199 tamponnée a I'HEPES contenant du sulfate de gentamicine, 0,5 M de saccharose
et 20 % (v/v) de DSS.

La Washing Solution-WS est une solution de milieu 199 tamponnée a 'HEPES contenant du sulfate de gentamicine et 20 % (v/v) de DSS.

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-Thaw avec une concentration finale de 10 mg/ml de HSA et 4 mg/ml de dextrane.

Ces trois solutions doivent étre utilisées successivement selon les étapes du protocole de réchauffement en microgouttes.

COMPOSITION

Sels et ions Nicotinamide (amide Source protéique Proline Autre

Chlorure de sodium de I'acide nicotinique) Albumine sérique Tyrosine Guanine
Phosphate de sodium Acide pantothénique humaine Alanine Hypoxanthine
Chlorure de potassium Riboflavine Tampons Acide aspartique Thymine

Sulfate de magnésium Pyridoxine Bicarbonate de sodium  Acide glutamique Uracile

Acétate de sodium Thiamine HEPES Isoleucine Xanthine
Chlorure de calcium Biotine . Leucine Adénosine
Nitrate ferrique Alpha tocophérol Indicateur de pH Méthionine Sulfate d’adénine

Chlorure de choline

Bisulfite de sodium

Rouge de phénol

Phénylalanine

Désoxyribose

Vitamines et minéraux  Antioxydant %ﬁ:m 1S_ﬁri,ne ) Ribose
* - . réonine
Ac!de asc_orblque i Glu.ta.tm.on Dextrane Tryptophane @l_ )
Acide gmlnoben20|que Antibiotique Acides aminés Valine Qualite WFI
Ca'lglfefr[;'l Sulfate de gentamicine Aginine Cystéine
ﬁg:d: n?clgﬁﬁique Substrats énergétiques  Glycine Hydroxyproline
Glucose Histidine Cystine
Inositol Lysine

ASSURANCE QUALITE
Les solutions contenues dans le Vit Kit-Thaw sont stérilisées par filtration et conditionnées de fagon aseptique conformément aux procédures
de fabrication préalablement validées.
Chague lot de Vit Kit-Thaw subit les tests suivants :
Solutions :
Teneur en endotoxines évaluée par la méthode LAL (lysat d’amébocytes de limule) (< 0,6 UE/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.

POUR RECHAUFFER UN CRYOTIP CONTENANT UN SPECIMEN :

MATERIEL REQUIS MAIS NON INCLUS

Raccord (réf. 40736) ou adaptateur

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

Gants jetables

Seringue Hamilton GASTIGHT® (50 pl) réf. 80901

Pipettes de transfert (pipettes en verre tiré ou cones de micropipette d’un diametre intérieur d’environ 200 um)
Pinces

Chronomeétre ou minuterie

Réservoir d’azote liquide (Dewar ou polystyréne avec couvercle, 1a21)

Azote liquide (volume suffisant pour obtenir une profondeur de 10 cm [4 po] dans le réservoir)

Ciseaux coupants (stériles)

Bain-marie 4 37 °C

Milieu de culture supplémenté en protéines, pré-équilibré a 37 °C dans un incubateur & CO, avant la procédure de décongeélation
Incubateur a 37 °C sans CO, ou platine chauffante

MODE D’EMPLOI

Composants du Vit Kit-Thaw (par application) :
50 pl de Thawing Solution-TS

50 pl de Dilution Solution-DS

100 pl de Washing Solution-WS

1 raccord
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PROTOCOLE DE RECHAUFFEMENT
(POUR LES OVOCYTES ET LES EMBRYONS) :

oo~

10.

11

13.
14.

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 I'exposition des spécimens a la lumiére pendant les manipulations dans les solutions de décongélation.

Préparer les volumes de solutions TS, DS et WS a utiliser et les laisser s’équilibrer a température ambiante (entre 20 et 27° C) avant

de procéder au réchauffement des spécimens vitrifiés.

REMARQUE : éviter de mettre les tubes entiers de solutions TS, DS et WS a température ambiante a plusieurs reprises si seulement

une portion de la solution est nécessaire pour chaque décongélation. Il est préférable de prélever la quantité a utiliser et de conserver

les tubes entre 2 et 8 °C aprés l'aliquotage.

Remplir le réservoir d'azote liquide avec de I'azote liquide (environ 80 % de sa capacité) et le placer a coté du systeme de stockage

a azote liquide contenant les spécimens a décongeler.

Sortir les cannes de gobelets contenant les CryoTips avec les spécimens vitrifiés du systéme de stockage a azote liquide et les

transférer dans le réservoir rempli d’azote liquide.

MISE EN GARDE : s’assurer que les CryoTips demeurent immergés dans I'azote liquide (dans le gobelet) durant le transfert du systéme

de stockage au réservoir d'azote liquide afin d’éviter la décongélation incontrdlée des spécimens.

Placer le réservoir prés du microscope pour une manipulation rapide.

Etiqueter chaque boite de Pétri (ou couvercle) stérile en indiquant les informations nécessaires.

Retourner délicatement deux fois chaque tube de solutions TS, DS et WS pour en mélanger le contenu avant I'utilisation.

Préparer une boite de Pétri avec des gouttelettes des solutions nécessaires pour le protocole de réchauffement, comme suit :

Déposer de fagon aseptique une série de deux gouttes 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 50 pl de solution TS
* une goutte de 50 pl de solution DS
« (Deux gouttes de solution de lavage WS seront déposées ultérieurement lors de I'étape 11)

Placer le bain-marie réglé a 37 °C prés du microscope. Placer également les articles suivants a portée de main : une pipette de

transfert et des cones, des ciseaux coupants stériles, une seringue Hamilton et des lingettes en papier stériles.

A l'aide des pinces, sortir le CryoTip souhaité de la canne immergée dans I'azote liquide, le plonger rapidement dans le bain-marie

a 37 °C (= 500 ml) et I'y tournoyer délicatement pendant 3 secondes pour le réchauffer (voir figure 2) a +24 000 °C/min.

Extra|re rapidement le contenu du CryoTip comme suit (voir la figure 3) :

Sécher le CryoTip en I'essuyant rapidement avec une lingette stérile.

+ Retirer le manchon métallique.

+  Couper la soudure sur I'extrémité large du CryoTip au repere n° 4.

+ Raccorder solidement I'extrémité large du CryoTip a la seringue Hamilton ou a un dispositif d’aspiration approprié a I'aide d’'un
raccord ou d’un adaptateur.

REMARQUE : tirer le piston de la seringue d’approximativement 0,5 po (1,30 cm) avant de raccorder la seringue au raccord
et au CryoTip.

+ Sécher I'extrémité fine du CryoTip en I'essuyant délicatement avec une lingette stérile.

+ Maintenir le CryoTip au-dessus du couvercle de décongélation déja préparé, couper rapidement la soudure au niveau du repere
n°® 2 de I'extrémité fine du CryoTip et déposer le contenu de ce dernier sous forme d’'une petite goutte (environ 1 pl) dans une
zone séche du couvercle au-dessus de la goutte de solution TS (voir figure 4).

REMARQUE : EVITER DE FORMER DES BULLES LORS DU DEPOT DU CONTENU DU CRYOTIP.

Faire fusionner la gouttelette de solution TS avec le contenu du CryoTip, et les laisser se mélanger graduellement pendant 1 minute

(voir figure 4).

Remarque : les spécimens vont rétrécir et se mettre a flotter a la surface de la goutte.

REMARQUE : aprés chaque transfert de spécimen, expulser complétement le contenu de la pipette de transfert et aspirer un peu

de solution de la goutte suivante avant la manipulation & venir. Eviter de former des bulles lors des transferts.

Aspirer un peu de solution DS dans la pipette de transfert et transférer le ou les spécimens, avec un minimum de volume, de la goutte

TS ala goutte DS pendant 4 minutes.

REMARQUE : les spécimens demeurent rétrécis pendant I'exposition & la solution DS. i

PENDANT CE TEMPS, PREPARER LES DEUX GOUTTES DE 50 pl DE SOLUTION DE LAVAGE WS (WS1, WS2), TEL QU'ILLUSTRE

SUR LA FIGURE 4.

Transférer le ou les spécimens dans la premiére goutte de solution WS (WS1) et laisser reposer pendant 4 minutes.

REMARQUE : les spécimens doivent retrouver leur taille initiale au bout de 2 & 3 minutes d'incubation dans la solution WS.

Transférer le ou les spécimens dans la deuxieme goutte de solution WS (WS2) et laisser reposer pendant 4 minutes.

Transférer le ou les OVOCYTES réchauffés dans un milieu de culture pré-équilibré avec 20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml de supplément

protéique pour la période de rétablissement (2 a 3 heures afin de permettre au fuseau méiotique de se reformer) avant toute manipulation

ultérieure.

Les EMBRYONS réchauffés peuvent étre utilisés de deux fagons :

a) Pour un transfert immédiat a la patiente : transférer les EMBRYONS dans un milieu de « transfert » pré-équilibré contenant
20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml de supplément protéique.

b) Pour poursuivre la culture : transférer les EMBRYONS dans un milieu de culture pré-équilibré contenant 20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml
de supplément protéique pour une période de rétablissement de 4 heures. Aprées la période de rétablissement, transférer les
EMBRYONS dans un milieu de culture contenant 10 % (v/v) de protéines et les incuber de fagon appropriée jusqu’a ce que le stade
de développement désiré soit atteint pour le transfert a la patiente.

POUR RECHAUFFER UNE PAILLETTE HSV CONTENANT UN SPECIMEN :
MATERIEL REQUIS MAIS NON INCLUS

Boite de culture stérile & quatre puits (Nunc 179830, 144444 ou équivalent), ou boite de culture d’organes (BD Falcon 353037)
Gants jetables

Pipettes de transfert

Pinces

Chronométre ou minuterie

Réservoir d’azote liquide

Azote liquide

Ciseaux, pince coupante Knipex ou autre outil coupe-fils
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+ Milieu de culture supplémenté en protéines, pré-équilibré & 37 °C dans un incubateur a CO, avant la procédure de décongélation
+ Incubateur & 37 °C sans CO, ou platine chauffante

MODE D’EMPLOI

Composants du Vit Kit-Thaw (par application) :
+ 250 pl de Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS

PROTOCOLE DE RECHAUFFEMENT

(POUR LES OVOCYTES ET LES EMBRYONS) :

REMARQUE : les étapes de réchauffement comprennent I'immersion du dispositif dans de la solution TS a 37 °C, puis la dilution

et le lavage dans les solutions DS et WS a température ambiante.

1. Préparer les boites de décongélation (tel qu'illustré sur le schéma Paillette HSV) :

+ A37°C: verser aseptiquement 250 pl de solution TS dans une boite de culture & quatre puits ou une boite de culture d’organes,
puis placer la boite dans un incubateur a 37 °C sans CO, ou sur une platine chauffante au moins 30 minutes avant la procédure
de réchauffement.

REMARQUE : pour les ovocytes, verser au moins 1 ml de solution TS.

2. Repérerlaoules paillettes HSV a décongeler dans le systeme de stockage en azote liquide et les transférer rapidement dans le réservoir

d’azote liquide en vue de la procédure de décongélation.

Placer le réservoir d'azote liquide prés du microscope pour une manipulation rapide.

Retirer la boite contenant la solution TS de I'incubateur a 37 °C ou de la platine chauffante, la placer sur la platine porte-objet

du microscope, puis faire la mise au point sur la boite.

5. Relever un peu la paillette pour exposer le jonc de préhension coloré. Prendre soin de maintenir I'extrémité contenant le ou les
spécimens immergée dans I'azote liquide.

6.  Utiliser une pince coupante Knipex (ou un autre outil coupe-fils) pour couper la paillette & la hauteur du jonc de préhension coloré.

L'indicateur rouge de longueur de coupe de la pince Knipex doit étre placé en position de longueur maximale ou bien retiré.

+ |l est aussi possible de faire tourner la paillette sur elle-méme avec I'index et le pouce tout en effectuant des mouvements

de découpage avec les ciseaux, a 10 mm en dessous du haut du jonc de préhension coloré.

D’un mouvement rapide mais assuré, saisir sans attendre le jonc de préhension et I'extraire de la paillette.

Plonger immédiatement la gouttiere du capillaire dans la solution TS a 37 °C, remuer délicatement pour que les spécimens

se détachent, puis attendre 1 minute.

Les étapes 9 a 12 doivent étre effectuées & température ambiante (entre 22 et 27 °C).

+ Atempérature ambiante : déposer de fagon aseptique une (1) goutte de 50 pl de solution DS dans une boite de Pétri stérile.

9.  Aspirer un peu de solution DS dans la pipette de transfert et transférer le ou les spécimens, avec un minimum de volume, de la goutte
TS a la goutte DS pendant 4 minutes.

REMARQUE : les spécimens demeurent rétrécis pendant I'exposition & la solution DS. i

PENDANT CE TEMPS, PREPARER LES DEUX GOUTTES DE 50 pl DE SOLUTION DE LAVAGE WS (WS1, WS2), TEL QU'ILLUSTRE

SUR SCHEMA PAILLETTE HSV.

10. Transférer le ou les spécimens dans la premiére goutte de solution WS (WS1) et laisser reposer pendant 4 minutes.

REMARQUE : les spécimens doivent retrouver leur taille initiale au bout de 2 & 3 minutes d'incubation dans la solution WS.

11.  Transférer le ou les spécimens dans la deuxiéme goutte de solution WS (WS2) et laisser reposer pendant 4 minutes.

12. Transférer le ou les OVOCYTES réchauffés dans un milieu de culture pré-équilibré avec 20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml de supplément
protéique pour la période de rétablissement (2 a 3 heures afin de permettre au fuseau méiotique de se reformer) avant toute manipulation
ultérieure.

Les EMBRYONS réchauffés peuvent étre utilisés de deux fagons :

a) Pour un transfert inmédiat a la patiente : transférer les EMBRYONS dans un milieu de « transfert » pré-équilibré contenant
20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml de supplément protéique.

b) Pour poursuivre la culture : transférer les EMBRYONS dans un milieu de culture pré-équilibré contenant 20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml
de supplément protéique pour une période de rétablissement de 4 heures. Apres la période de rétablissement, transférer les
EMBRYONS dans un milieu de culture contenant 10 % (v/v) de protéines et les incuber de fagon appropriée jusqu’a ce que le stade
de développement désiré soit atteint pour le transfert a la patiente.

REMARQUE : les ovocytes rétablis doivent étre fécondés par ICSI pour un résultat optimal apres vitrification.

POUR RECHAUFFER UN CRYOLOCK™ CONTENANT UN SPECIMEN :

MATERIEL REQUIS MAIS NON INCLUS

Boite a 4 puits stérile ou petites boites de Pétri stériles (35 x 10 mm ou équivalent)

Gants jetables

Pipettes de transfert

Chronométre ou minuterie

Réservoir d'azote liquide

Azote liquide

Milieu de culture supplémenté en protéines, pré-équilibré a 37 °C dans un incubateur & CO, avant la procédure de décongélation
Incubateur a 37 °C sans CO, ou platine chauffante

Pince

MODE D’EMPLOI
Composants du Vit Kit-Thaw (par application) :
+ 1 mlde Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS
PROTOCOLE DE RECHAUFFEMENT
REMARQUE : les étapes de réchauffement comprennent I'immersion du dispositif dans de la solution TS a 37 °C, puis la dilution
et le lavage dans les solutions DS et WS a température ambiante.
1. Préparer la boite de décongélation (comme illustré sur le schéma Cryolock, figure 1) :
+ A 37 °C: déposer de fagon aseptique au moins 1 ml de solution TS dans une boite, puis la placer dans un incubateur a 37 °C
sans CO, ou sur une platine chauffante, au moins 30 minutes avant la procédure de réchauffement.

w

7.
8.
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2. Repérer le ou les Cryolocks a réchauffer dans le systéme de stockage en LN, et les transférer rapidement dans le réservoir de LN,
en vue de la procédure de réchauffement.

3. Placer le réservoir rempli de LN, & proximité immédiate de la surface de travail et de la platine du microscope afin d'étre en mesure
de transférer rapidement les spécimens du réservoir a la boite contenant la solution TS.

4. Retirer la boite contenant la solution TS de I'incubateur & 37 °C ou de la platine chauffante, la placer sur la platine porte-objet
du microscope, puis faire la mise au point sur la bofte.

5. Utiliser la pince pour saisir I'extrémité supérieure du Cryolock, avec I'étiquette d’identification orientée vers le haut.

Option A : retirer rapidement mais délicatement le capuchon dans le LN,, en faisant tourner les piéces jusqu'a les séparer.

Option B : Sortir rapidement le Cryolock du LN,, puis retirer rapidement le capuchon en le faisant délicatement tourner.
REMARQUE : e laboratoire doit consulter ses propres procédures et protocoles. L utilisation de I'option An’est pas autorisée aux Etats-Unis.
6.  Plongerimmédiatement dans la solution TS a 37 °C la pointe concave du Cryolock avec les spécimens orientés vers le haut. Sous controle

microscopique, agiter délicatement le Cryolock jusqu’a ce que les spécimens se détachent de la pointe.

7. Laisser les spécimens pendant une (1) minute compléte dans la solution TS.

8.  Trente (30) secondes apres I'immersion initiale, si les spécimens flottent, les pipetter délicatement et les placer au fond de la solution TS.

Les étapes 9 a 12 doivent étre effectuées & température ambiante (entre 22 et 27 °C).

+ A température ambiante : déposer de fagon aseptique une (1) goutte de 50 pl de solution DS dans une boite de Pétri stérile
(voir le schéma Cryolock, figure 2)

9.  Transférer les spécimens dans la solution DS et laisser reposer pendant 4 minutes. Pipeter délicatement les spécimens une fois pour
assurer un ringage complet avec la solution DS.

REMARQUE : les spécimens demeurent rétrécis pendant I'exposition a la solution DS.

10. Pendant les 4 minutes d'exposition a la solution DS, déposer de fagon aseptique deux (2) gouttes de 50 pl de solution de lavage WS
(WS1, WS2), comme illustré sur le schéma.

11. Transférer les spécimens dans la goutte WS1 puis dans la goutte WS2, pendant 4 minutes dans chaque goutte, sans agitation.

REMARQUE : les spécimens doivent retrouver leur taille initiale au bout de 2 & 3 minutes d'incubation dans la solution WS.

12. Transférer le ou les OVOCYTES réchauffés dans un milieu de culture pré-équilibré avec 20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml de supplément
protéique pour la période de rétablissement (2 & 3 heures afin de permettre au fuseau méiotique de se reformer) avant toute
manipulation ultérieure.

Les EMBRYONS réchauffés peuvent étre utilisés de deux fagons :

a) Pour un transfert immédiat a la patiente : transférer les EMBRYONS dans un milieu de « transfert » pré-équilibré contenant
20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml de supplément protéique.

b) Pour poursuivre la culture : transférer les EMBRYONS dans un milieu de culture pré-équilibré contenant 20 % (vol/vol) ou 12 mg/ml
de supplément protéique pour une période de rétablissement de 4 heures. Apres la période de rétablissement, transférer les
EMBRYONS dans un milieu de culture contenant 10 % (v/v) de protéines et les incuber de fagon appropriée jusqu’a ce que le stade
de développement désiré soit atteint pour le transfert a la patiente.

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 chague 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 Thaw 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 laguelle 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 tragabilité, le cas échéant.

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 problemes de contamination, manipuler en appliquant des techniques aseptiques.

Actuellement, la documentation de recherche indique que les effets a 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 I'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 pathogenes. 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 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. 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 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 l'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 & cet antibiotique.
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PORTUGUES

ADVERTENCIA (UE): apenas para uso profissional.

INDICAGAO DE UTILIZAGAO

0O Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) destina-se a ser utilizado na descongelagéo de oécitos vitrificados (MIl), zigotos pronucleares (PN)
até embrides até ao 3.° dia do estadio de clivagem embrionéria e embrides no estadio de blastocistos que tenham sido vitrificados com
o Vitrification Freeze Kit (ref.2 90133-SO)

DESCRIGAO DO DISPOSITIVO

A Thawing Solution-TS é uma solugdo com tampdo HEPES de Medium-199 contendo sulfato de gentamicina, sacarose 1,0 M
e suplemento de soro com dextrano (DSS) a 20% (v/v).

A Dilution Solution-DS ¢é uma solugdo com tampao HEPES de Medium-199 contendo sulfato de gentamicina, sacarose 0,5 M e DSS a

20% (VIV).

A Washing Solution-WS ¢é uma solugdo com tampao HEPES de Medium-199 contendo sulfato de gentamicina e DSS a 20% (v/v).

0 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 é utilizado a 20% (v/v) no Vit Kit-Thaw para uma concentragéo final de 10 mg/ml de HSA e 4 mg/ml de dextrano.

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

COMPOSIGAO
Sais e ides Amido de &cido Fonte de proteina Prolina QOutro
Cloreto de sédio nicotinico Albumina sérica humana  Tirosina Guanina
Fosfato de sédio Acido pantoténico Tampées Alanina Hipoxantina
Cloreto de potassio Riboflavina Bicarbonato de sodio Acido aspartico Timina
Sulfato de magnésio Piridoxina HEPES Acido glutamico Uracilo
Acetato de sodio Tiamina Indicador de pH Isoleucina Xantina
Cloreto de célcio Biotina —p_VermeIho de fenol Leucina Adenosina
Nitrato de ferro Alfa-tocoferol ) Metionina Sulfato de adenina
Cloreto de colina Bissulfito de sodio Macromoléculas Fenilalanina Desoxirribose
Vitaminas e minerais Antioxidante g:i?rr;;g Serina Ribose
Acido ascorbico Glutationa o Treonina Agua
Acido aminobenzoico  Antibiotico Aminoécidos Triptofano Qualidade WFI (4gua
Calciferol Sulfato de gentamicina ~ Arainina valina p/ preparagbes
Acido folico Substratos energéticos G_I|c!n§ C!stem_a i injetaveis)
Acido nicotinico W‘]— Histidina Hidroxiprolina

Lisina Cistina

Inositol

GARANTIA DE QUALIDADE
As solugdes contidas no Vit Kit-Thaw s&o filtradas por membrana e processadas asseticamente de acordo com procedimentos de fabrico
validados.
Cada lote de Vit Kit-Thaw é submetido aos seguintes testes:
Solugdes:
Endotoxinas pelo ensaio de lisado de amebacitos de Limulus (LAL) (< 0,6 UE/mI)
Ensaio em embrido de ratinho (uma célula) (= 80% blastocistos expandidos)
Esterilidade pelo teste de esterilidade atual da USP <71> (aprovado)
Todos os resultados estéo descritos no certificado de analise especifico de cada lote, disponivel a pedido.

PARA O AQUECIMENTO DA CRYOTIP COMO TRANSPORTADOR:

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
+  Conector (ref.2 40736) ou adaptador
Placas de Petri estéreis (50 mm X 9 mm, Falcon 351006 ou equivalente)
Luvas descartaveis
Seringa Hamilton GASTIGHT® (50 pl) ref.2 80901
Pipetas de transferéncia (pipetas de vidro estirado ou pontas de micropipetas com um didmetro interno na ponta de ~200 pm)
+ Pinga
+  Cronémetro ou temporizador
Reservatdrio de azoto liquido (Dewar ou recipiente de isopor com tampa, 11-2 | de volume)
Azoto liquido (volume suficiente para ficar com cerca de 4 polegadas [10 cm] de profundidade no reservatdrio)
Tesoura afiada (estéril)
Banho-maria a 37 °C
Meio de cultura com proteina, pré-equilibrado a 37 °C em incubadora de CO, antes do procedimento de descongelagéo.
+ Incubadora a 37 °C sem CO,, ou placa de aquecimento
INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
Componentes do Vit Kit-Thaw (por aplicagao):
+ 50 pl de Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS
+ 1 conector
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PROTOCOLO DE AQUECIMENTO
(PARA 00OCITOS E EMBRIGES):

o

13.
14.

NOTA: Os procedimentos devem ser realizados & temperatura ambiente (20 °C-27 °C). NAO aquecer a platina do microscopio para

0s seguintes procedimentos.

CUIDADO: Reduzir ao minimo a exposigdo do espécime a luz durante manipulagdes das solugdes de descongelagéo.

Antes do aquecimento dos espécimes vitrificados, deixar o volume das solugdes TS, DS e WS a utilizar atingir a temperatura ambiente

(20 °C-27 °C).

NOTA: Evitar levar tubos inteiros de TS, DS e WS a temperatura ambiente repetidamente quando for necessario apenas um pequeno

volume 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 apds a divisdo em aliquotas.

Encher o reservatorio de azoto liquido com azoto liquido (~80% cheio) e coloca-lo préximo do congelador de LN, que contém

o0s espécimes a descongelar.

Retirar as varetas com tagas, contendo as CryoTips com os espécimes vitrificados, do armazenamento em azoto liquido e transferi-los

para o reservatério cheio de azoto liquido.

CUIDADO: Certificar-se de que, durante a transferéncia do armazenamento para o reservatério de LN,, as CryoTips permanecem

submersas em LN, (na taga), para impedir a descongelagéo descontrolada dos espécimes.

Colocar o reservatorio proximo do microscépio para uma manipulagéo rapida.

Identificar uma placa de Petri (ou tampa) estéril com as informagdes necessarias.

Inverter cuidadosamente cada tubo de TS, DS e WS duas vezes para misturar o contetdo antes de utilizar.

Preparar a placa com gotas das solugdes para o protocolo de aquecimento, como indicado a seguir:

Dispensar asseticamente uma sequéncia de 2 microgotas numa tampa invertida de uma placa de Petri estéril, como ilustrado

na Figura 1, e colocar a placa na platina do microscépio:

« uma gota de 50 pl de TS
«+ uma gota de 50 pl de DS
+ (duas gotas de WS seréo preparadas posteriormente no passo 11)

Colocar o banho-maria a 37 °C préximo do microscépio. Ter o seguinte material @ mao: uma pipeta de transferéncia e pontas, tesoura

afiada estéril, seringa de Hamilton e toalhetes estéreis.

Utilizar uma pinga para recuperar a CryoTip especifica da vareta em azoto liquido, mergulhar rapidamente a CryoTip no banho-maria

a 37 °C (2 500 ml) e girar cuidadosamente durante 3 segundos para aquecer (ver Figura 2) a +24 000 °C/min.

Dispensar rapidamente o conteido da CryoTip, da seguinte forma (ver Figura 3):

+ Secar rapidamente a CryoTip com um toalhete estéril

* Remover a manga de cobertura metélica

+ Cortar 0 selo na extremidade larga da CryoTip na marca n.° 4

+ Fixar a extremidade da CryoTip de forma segura a seringa Hamilton ou a uma ferramenta de aspiragéo adequada, utilizando
um conector ou adaptador.

NOTA: Levantar o émbolo da seringa cerca de 0,5 polegadas (1,3 cm) antes de fixar a seringa ao conector e a CryoTip.

+ Secar cuidadosamente a ponta fina com um toalhete estéril.

+ Com a CryoTip posicionada sobre a placa de descongelacéo preparada, cortar rapidamente o selo na marca n.° 2 da extremidade
com ponta fina e dispensar o contetido da CryoTip como uma pequena gota (~1 pl) sobre uma regido seca da placa por cima
da gota de solugéo TS (ver Figura 4).

NOTA: DURANTE A DISPENSA DO CONTEUDO, EVITAR A FORMAGAO DE BOLHAS.

Juntar a gota da solugdo TS com o contetdo da CryoTip e deixar que se misturem gradualmente durante 1 minuto (ver Figura 4).

Nota: Os espécimes encolherdo e flutuardo até & parte de cima da gota.

NOTA: Apés cada transferéncia de espécime(s), expelir qualquer fluido restante na pipeta de transferéncia e extrair alguma solugéo

da gota seguinte antes da proxima manipulagéo. Evitar criar bolhas durante as transferéncias.

Extrair alguma solugao DS para a pipeta de transferéncia e transferir o(s) espécime(s) da gota da solugdo TS com um volume minimo

para a gota de da solugdo DS durante 4 minutos.

NOTA: Durante a exposigao a solugao DS, o espécime manter-se-a encolhido.

DURANTE ESTE PERIODO, PREPARAR AS DUAS GOTAS DE 50 ul DE SOLUGAO WS (WS1, WS2), CONFORME SE MOSTRA

NA FIGURA 4.

Transferir o(s) espécime(s) para a gota de solugdo WS (WS1) durante 4 minutos.

NOTA: O(s) espécime(s) deve(m) expandir até ao tamanho original dentro de 2-3 minutos em WS.

Em seguida, transferir o(s) espécime(s) para a segunda gota de solugdo WS (WS2) durante 4 minutos.

Transferir o(s) OOCITO(S) aquecido(s) para um meio de cultura previamente equilibrado com suplemento proteico a 20% (v/v)

ou 12 mg/ml para recuperagéo (2-3 horas para dar tempo & reconstituigdo do fuso) antes das manipulagdes seguintes.

Existem duas opgdes para EMBRIAO(OES) aquecido(s):

a) Para transferéncia imediata para a doente: transferir o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de “transferéncia” previamente equilibrado
contendo suplemento proteico a 20% (v/v) ou 12 mg/ml.

b) Para prosseguir a cultura: transferir o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de cultura previamente equilibrado contendo suplemento
proteico a 20% (v/v) ou 12 mg/ml durante um periodo de recuperagéo de 4 horas. Apds o periodo de recuperagdo, transferir
o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de cultura com proteina a 10% (v/v) e incubar até se chegar a fase de desenvolvimento que
se pretende atingir para transferir para a doente.

PARA O AQUECIMENTO DO DISPOSITIVO HSV COMO TRANSPORTADOR:
MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Placa de 4 pogos estéril (Nunc 179830, 144444 ou equivalente) ou placa de cultura de 6rgdos (BD Falcon 353037)
Luvas descartaveis

Pipetas de transferéncia

Pinga

Crondémetro ou temporizador

Reservatério de azoto liquido

Azoto liquido

Tesoura, Knipex ou outro dispositivo de corte de arame
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* Meio de cultura com proteina, pré-equilibrado a 37 °C em incubadora de CO, antes do procedimento de descongelagao.
+ Incubadora a 37 °C sem CO, ou placa de aquecimento

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
Componentes do Vit Kit-Thaw (por aplicagao)
+ 250 pl de Thawing Solution-TS

+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS

PROTOCOLO DE AQUECIMENTO

(PARA 0OCITOS E EMBRIOES):

NOTA: As etapas de aquecimento incluem: mergulhar o dispositivo na TS a 37 °C e, depois, diluir e lavar em DS e WS a temperatura

ambiente.

1. Preparar as placas de aquecimento (conforme mostrado no diagrama do dispositivo HSV):

+ A37°C: Dispensar asseticamente 250 pl de solugdo TS para uma placa de 4 pocos estéril ou para uma placa de cultura de 6rgaos
estéril e coloca-la numa incubadora a 37 °C sem CO, ou numa placa de aquecimento, pelo menos, 30 minutos antes do procedimento
de aquecimento.

NOTA: No caso de odcitos, dispensar um minimo de 1 ml de solugéo TS.

2. ldentificar a(s) HSV Straw(s) a ser(em) aquecida(s) no armazenamento em LN, e transferi-la(s) rapidamente para o reservatério cheio

de LN,, em preparagéo para o procedimento de descongelagéo.

Colocar o reservatorio de LN, proximo do microscopio para uma rapida manipulagéo posterior.

Retirar a placa de TS da incubadora ou placa de aquecimento a 37 °C e colocé-la na platina do microscépio.

5. Levantara palhinha o suficiente para expor a haste de manuseamento colorida. Certificar-se de que a extremidade com o(s) espécime(s)
permanece mergulhada em LN,

6. Utilizar um Knipex (ou outro dispositivo de corte de arame) para cortar a palhinha na altura da haste de manuseamento colorida. O guia
de comprimento de corte vermelho do Knipex deve ser posicionado no comprimento maximo, ou ser removido.

+ Em alternativa, usar os dedos e o polegar para girar a palhinha enquanto faz movimentos de corte com a tesoura, 10 mm acima
da parte superior da haste de manuseamento colorida.

7. Com um movimento giratério, mas controlado, agarrar rapidamente a haste de manuseamento e extrai-la para fora da palhinha.

8. Mergulhar imediatamente a goteira na solugéo TS a 37 °C e rodar com cuidado para separar os espécimes do dispositivo, deixando-o
mergulhado durante 1 minuto.

Realizar os passos 9 a 12 & temperatura ambiente (22 °C-27 °C).

+ A temperatura ambiente: Dispensar asseticamente uma (1) gota de 50 ul de DS numa placa de Petri estéril.

9.  Extrair alguma solugdo DS para a pipeta de transferéncia e transferir o(s) espécime(s) da gota de solugéo TS com um volume minimo
para a gota de da solugdo DS durante 4 minutos.

NOTA: Os espécimes permanecem encolhidos durante a exposigao a solugdo DS.

DURANTE ESTE PERIODO, PREPARAR AS DUAS GOTAS DE 50 ul DE SOLUGAO WS (WS1, WS2), CONFORME SE MOSTRA

NO DIAGRAMA DO DISPOSITIVO HSV.

10. Transferir o(s) espécime(s) para a gota de solugdo WS (WS1) durante 4 minutos.
NOTA: O(s) espécime(s) deve(m) expandir até ao tamanho original dentro de 2-3 minutos em WS.

11, Em seguida, transferir o(s) espécime(s) para a segunda gota de solugdo WS (WS2) durante 4 minutos.

12. Transferir o(s) OOCITO(S) aquecido(s) para um meio de cultura previamente equilibrado com suplemento proteico a 20% (v/v)
ou 12 mg/ml para recuperagéo (2-3 horas para dar tempo a reconstituigdo do fuso) antes das manipulagdes seguintes.

Existem duas opgGes para EMBRIAO(OES) aquecido(s):

a) Para transferéncia imediata para a doente: transferir o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de “transferéncia” previamente equilibrado
contendo suplemento proteico a 20% (v/v) ou 12 mg/ml.

b) Para prosseguir a cultura: transferir o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de cultura previamente equilibrado contendo suplemento
proteico a 20% (v/v) ou 12 mg/ml durante um periodo de recuperagdo de 4 horas. Apds o periodo de recuperagéo, transferir
o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de cultura com proteina a 10% (v/v) e incubar até se chegar a fase de desenvolvimento que
se pretende atingir para transferir para a doente.

NOTA: Para uma fertilizagdo ideal apo6s a vitrificagdo, os odcitos recuperados tém de ser fertilizados utilizando a injegdo

intracitoplasmatica de esperma (ICSI).

PARA O AQUECIMENTO DA CRYOLOCK™ COMO TRANSPORTADOR:

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
+ Placa de 4 pogos estéril ou placas de Petri pequenas estéreis (35 mm X 10 mm ou equivalente)
Luvas descartaveis
Pipetas de transferéncia
Cronémetro ou temporizador
Reservatério de azoto liquido
+  Azoto liquido
* Meio de cultura com proteina, pré-equilibrado a 37 °C em incubadora de CO, antes do procedimento de descongelagdo
+ Incubadora a 37 °C sem CO, ou placa de aguecimento
+ Pinga
INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
Componentes do Vit Kit-Thaw (por aplicagao)
+ 1 mlde Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS
PROTOCOLO DE AQUECIMENTO
NOTA: As etapas de aquecimento incluem: mergulhar o dispositivo na TS a 37 °C e, depois, diluir e lavar em DS e WS a temperatura ambiente.
1. Preparar a placa de descongelagao (como ilustrado no diagrama da Cryolock, Figura 1):
+ A 37 °C: Dispensar asseticamente um volume minimo de 1 ml de solugéo TS e aquecer a 37 °C numa incubadora sem CO,
ou numa placa de aquecimento, pelo menos, 30 minutos antes de iniciar o procedimento de aquecimento.

& w
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2. Identificar a(s) amostra(s) Cryolock a aquecer no dispositivo e transferi-la(s) rapidamente do armazenamento em LN, para um
reservatorio contendo LN, para preparar o procedimento de aquecimento.
3. Colocar o reservatério de LN, junto da érea de trabalho e da platina do microscépio, tendo em vista a rapida manipulagéo posterior
do reservatério para a solugéo TS.
4. Retirar a placa de TS da incubadora ou placa de aquecimento a 37 °C e colocé-la na platina do microscopio.
5. Segurar na extremidade superior do corpo da Cryolock com uma pinga, com o rétulo de identificagéo virado para cima.
Opgéo A: Retirar rapidamente e com cuidado a tampa sob o LN,, rodando as partes até se separarem.
Opgéo B: Retirar rapidamente a Cryolock do LN, e, em seguida, retirar a tampa, rodando-a com cuidado.
NOTA: O laboratério devera consultar os seus procedimentos e protocolos. A Opgéo A ndo esta aprovada para utilizagdo nos EUA.
6.  Mergulhar imediatamente a ponta concava da Cryolock, com o(s) espécime(s) virado(s) para cima, na solugdo TS a 37 °C.
Sob observagdo microscopica, mover cuidadosamente a Cryolock até o(s) espécime(s) ser(em) libertado(s) da ponta.
7. Deixar o(s) espécime(s) durante um total de 1 minuto na solugéo TS.
8.  Trinta (30) segundos ap6s a submers&o inicial, pipetar cuidadosamente o(s) espécime(s), se estiverem a flutuar, e coloca-los no fundo
da solugdo TS.
Realizar os passos 9 a 12 & temperatura ambiente (22 °C-27 °C).
+  Atemperatura ambiente: Dispensar asseticamente uma (1) gota de 50 pl de solugdo DS numa placa de Petri estéril (ver o diagrama
da Cryolock, Figura 2).
9.  Transferir o(s) espécime(s) para a solugéo DS durante 4 minutos. Pipetar suavemente os espécimes uma vez, para garantir uma
lavagem completa na solugéo DS.
NOTA: Os espécimes permanecem encolhidos durante a exposigao a solugdo DS.
10. Durante a exposi¢do de 4 minutos na solugdo DS, dispensar asseticamente duas (2) gotas de 50 pl de WS (WS1, WS2), como mostra
o diagrama
11, Transferir o(s) espécime(s) para WS1 e depois para WS2 durante 4 minutos em cada uma, deixando-o(s) em repouso.
NOTA: O(s) espécime(s) deve(m) expandir até ao tamanho original dentro de 2-3 minutos em WS.
12. Transferir o(s) OOCITO(S) aquecido(s) para um meio de cultura previamente equilibrado com suplemento proteico a 20% (v/v)
ou 12 mg/ml para recuperagéo (2-3 horas para dar tempo a reconstituigdo do fuso) antes das manipulagdes seguintes.
Existem duas opges para EMBRIAO(OES) aquecido(s):
a) Paratransferéncia imediata para a doente: transferir o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de “transferéncia” previamente equilibrado
contendo suplemento proteico a 20% (v/v) ou 12 mg/ml.
b) Para prosseguir a cultura: transferir o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de cultura previamente equilibrado contendo suplemento
proteico a 20% (v/v) ou 12 mg/ml durante um periodo de recuperagao de 4 horas. Apds o periodo de recuperagéo, transferir
o(s) EMBRIAO(OES) para o meio de cultura com proteina a 10% (v/v) e incubar até se chegar a fase de desenvolvimento que
se pretende atingir para transferir para a doente.
Para obter mais informagdes sobre a utilizagdo destes produtos, cada laboratorio deve consultar os respetivos procedimentos e protocolos
que tenham sido concebidos e otimizados especificamente para o seu programa médico.

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
Thaw 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 apds a abertura dos recipientes.

Como o produto contém material de origem humana, poderéo desenvolver-se particulas durante a conservagéo. 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 reprodugao assistida. Estas técnicas incluem
a aplicagéo prevista para a qual este dispositivo foi concebido.

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

Né&o 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 contaminagao, manipular o produto em condi¢des de assepsia.

A literatura de investigagdo atual indica que ndo se conhecem os efeitos da vitrificagdo em oécitos e embriées a longo prazo.

Nao utilizar nenhum frasco cuja embalagem estéril tenha sido comprometida.

UE: As medidas padrdo para prevenir infegdes resultantes da utilizagdo de produtos medicamentosos preparados a partir de sangue
ou plasma humano incluem a selegéo de dadores, o rastreio de cada um dos produtos doados e de bancos de plasma para detegéo
de marcadores de infegdo especificos, bem como a incluséo de etapas de fabrico eficazes para a inativagéo/eliminagao de virus.
Né&o obstante estes cuidados, ndo é possivel excluir totalmente a possibilidade de transmisséo de agentes infecciosos quando se adminis-
tram 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. Nao ha relatos que documentem a transmisséo de virus com albumina fabricada de acordo com
as especificagbes da Farmacopeia Europeia através de processos comprovados. Recomenda-se vivamente que, sempre que produtos
de meios reprodutivos da FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. sejam administrados a uma doente, se registe 0 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 néo 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 precaugbes adequadas para assegurar que o doente ndo é sensivel
20 antibidtico.
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EAAHNIKA
ZYZTAZH NPOXOXHEZ A THN E.E.: Ma emayyeAuarikn xpron povo.

ENAEI=H XPHZHZ

To Vit Kit-Thaw (kiT Yahomoinong Amoyuéng) mpoopiletal yia xpion kara tnv améyugn Twv vahomoinuévwy wokuttépwy (MIl),
Twv mpotrupnvikwy (PN) Juywty, Twv epPplwv ot 0Tadio axdong nuépag 3 kal Twv euPplwv ot aTddio PAACTOKUOTNG TIOU EXOUV
vahotroinei pe xprion Tou Vitrification Freeze Kit (Ap. kataAdyou 90133-SO)

NEPIFPA®H THE LYIKEYHZ

To Thawing Solution-TS eivai éva pubuioTiké diaAupa HEPES Méaou-199, 1o omroio mepiéxel Belikn yeviapukivn, 1,0 M oakxapddn kai
aiBuAevoyAukoAn kai 20% (k.6.) cupTAfpwua opol de€tpavng (DSS).

To Dilution Solution-DS ¢ivai éva puBpioTiké didAupa HEPES Méaou-199, 1o omoio Tepiéxel Belkn yevrapukivn, 0,5 M oakxapodn kai
20% (x.0.) oupmAfpwpa opol degrpavng (DSS).

To Washing Solution-WS eival éva pubuioTiké didAhupa HEPES Méoou-199, To ommoio mepiéxel Benkr yeviapukivn kai 20% (k.6.)
gupTARpwpa opol degrpavng (DSS).

To DSS eivar éva gupmAfipwpa mpwteivng 1o omoio Tepiéxel 50 mg/ml avBpwmivng ahBoupivng opol (HSA) BepameuTikol TUTIOU KOl
20 mg/ml e€rpdvng. To DSS xpnaipotoigital oe guykévipwan 20% (k.6.) oo Vit Kit-Thaw yia emriteuén TeAikng ouykévipwang 10 mg/ml
HSA kai 4 mg/ml degrpavng.

Autd 1a Tpia diaAUpata TpoopidovTal yia xpAon diadoxikd, cUNQwva e To TTPWTOKOAAO BEpuavang oe oTadia e PIKPOOTaYOVa.
ZYNOEZH

Ahara kai 16via Apidio vikoTIvikoU o&éog  MnyA Tpwreivng MpoAivn AMa
XAwpioUxo vérpio MavtoBeviké ogy AvBpwivn aABoupivn Tupoaivn Touavivn
Q)wccpoplké \{dTplo PIBO(P)\G'BIVF] opol Ahavivn o Yrro;aveivn
XAwpiouxo kahio Mupidogivn PuBuioika Siahduara  AOTIApTIKG 080 Oupivy
Oeiikd payviiaio Oeiapivn ArrravBpakikd varplo  TAoutapiké ogo OupakiAn
)C())?Ko varpio a 7Ei|)\onvr] o HEPES I/§:0A§UK|vn /:\gvelvr]

wplolxo aoBéaTio 0 TOKOQEPO . EUKiV VooV
anﬁ(ég)giﬁnpog Alépeubéag ?/)d?plon %“ﬁg QavoAng Mseuor\]/ivn Q€A créra]vivn
XAwp10oUxog Xohivn Avtio€eidwriké Makoouboia Paivurahavivn AeogupiBoln
Birapiveg kai TAouTaBEIbVN ﬁ;&%(% éSP'Vﬂ, PiBogn

; i . ! £0ViVi 5
Asm)\)\u(a oTolxEia AviBoid AeErpav, Tgumot;]dvn ”sg'o )
OKOPPIKO 9&}) ) OEIIKN YEVIapUKiv ) T Moidmnra evéaipou
ApivoBev{oiko og0 . Auwvoéa Bahivn G8arog (WFI)
Kaho19ep6M Evepyeiakd. Apyvivn KuoTeivn
QUMIKS 0€0 UTIoKAIA0TATd TAukivn Y&pogummpoAivn
NIKOTIVIKG €0 Fhuadn lonidivn Kuorivy
VooIToAn Auaivn

AIAZ®AAIZH MOIOTHTAZ
Ta diaA0pata mou TepiAapBavovral ato Vit Kit-Thaw dinBodvral pe pepPpdavn kai utroPardovial o€ eme§epyaaia e oNTITN TEXVIKA, PE TNV
€QAPHOYN EMIKUPWHEVWY B1adIKaTIwy Trapaywyng.
KaBe maprida Tou Vit Kit-Thaw uTropaAAeTar aTig akdAouBeg dokipaaieg:
AlaAUpara:
Evdortogivn pe tn pebodoloyia mpoidviwy Alang apoiBadoeidwy kuttapwy Limulus (LAL) (< 0,6 EU/mI)
Mpoadiopiopé epPpuoy TTOVTIKWY (€VOG KuTTdpou) (o€ S16ykwaon TG BAaaTokUoTng = 80%)
ZrelpdnTa péow TnG TPEXouaag dokipaaiag aTelpdTnTag Katd USP <71> (EmiTuyng)
‘Oha 1a amoteAéopara avagépovral oe MiaTomoinTikd AvaAuang €1diké avd maptida, To oToio diatiBeTal kATOTIV AITAPATOS.

FIA TH ©EPMANZH TOY CRYOTIP QX ®OPEA:

AMAITOYMENA YAIKA MOY AEN NEPINAMBANONTAI
Zuvdeapog (Ap. katahdyou 40736) i Tpocappoyéag
Zreipa TpuBAia petri (50 X 9 mm, Falcon 351006 i 10080vapa)
Avahwaipa yavria
T0piyya Hamilton GASTIGHT® (50 ul), Ap. karaAdyou 80901
Miméreg peragopdg (miméteg améd yuahi diapoppupévo pe EAN i AKPa HIKPOTTITIETWY HE ETWTEPIKR SIAPETPO AKpou ~200 um)
AaBida
XpovOpETPO i XPOVOdIaKOTITNG
Aegapevry uypoU alwtou (doxeio dewar ) doxeio amd agpod styrofoam pe kamaki, dykou 1-2 1)
Yyp6 alwto (emapkng dykog yia Ty emiteugn BaBoug 4 viawv (10 cm) aTn degapevn)
Aixunpo6 wahidi (aTeipo)
YdaréAoutpo Bepuokpaciag 37 °C
Mégo kaAigpyeiag pe Tpwreivn, Tpo-e§icoppotmévo aToug 37 °C ot emwaatipa CO, Tpiv amé Tn diadikadia amdyuéng.
Emwactipag 37 °C xwpig CO, A Beppaivépevn Tpdmeda.
OAHFIEZ XPHIHZ
E¢aptipara Vit Kit-Thaw (avaAoya pe v epapuoyn):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
+ 1 0Uvdeapog
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MPQTOKOAAO OEPMANZHZ
(TIA QOKYTTAPA KAI EMBPYA):

S o~

13.
14.

IHMEIQZH: O diadikaoieg mpémel va diegayovral o€ Beppokpacia dwuartiou (20-27 °C). MH xpnaipomolgite YIkpookOTIO

e Bepuaivopevn Tpdmela yia Tig akéAoubeg diadikaaieg.

LYZTAZH MPOZOXHZ: MepiopioTe aTo eAAYIOTO TV EKBETN TOU BeiyuaTOg OTO QWG KATA Tr IAPKEIA TWV XEIPIOPWY WE Ta SiaAlpata

amoyugng.

Mpiv amé n Bépuavan Twv uvarotoinuévwy delypdtwy, gépte TV ToooTnTa Twv SiaAupdrwy TS, DS kai WS mou mpodkeiTal

va xpnoipotoinBolv ot Beppokpacia dwyatiou (20-27 °C).

THMEIQZH: Amrogelyete va épvete oAdkAnpa Ta giahidia Twv diaAupdtwy TS, DS kar WS at Bepuokpaaia dwpartiou emavelAnupéva,

KGBe popda Tou XpelddeTal pia pikpn moadtTa Tou SlaAlpatog. Eival kaAUtepo va yivetal kKAaouatotoinan Tng moooTTAG TIOU

TPOKEITaI Va XPNalgoToInbe kar va emavépyovtal Ta giaidia o€ Beppokpaaia 2-8 °C apéowg PeTa v kKAdouatotoinan.

MAnpwote T de§apevi uypol agwrou pe uypo agwro (TAfpwaon ~80 %) Kai TomoBeTAOTE KOVTG aToV Katawlkm LN, mou mepiéxel

Ta deiypara wou TpoKeITal va amoyuxBolv.

AgaipéaTe TIg papdoug pe Ta kUTreAa TTou Tepiéxouv Ta CryoTip e Ta uahoTroinpéva deiypara amoé Tov TepIékTn @UAagng uypou

adwTou Kal PETaQEPETE Ta aTn SeCapevr) Tou Exel TANPwOEi pe uypd alwro.

ZYZTAZH MPOZOXHZ: BeBaiwBeite 611 Ta CryoTip mapapévouv epBubiopéva ato LN, (aTo KUTEAO) katd T Bidpkela g HeTapopdg

amé Tov mepiékTn @UAAgNG o Seapeviy LN, woTe va amogeuxBei f un eAeyxOpevn amowusn Twv Selypdrwy.

TomoBeThoTE TN deapevr KOVTA OTO PIKPOOKOTTIO yial T DIEVEPYEIT YPAYOPWY XEIPITUWY.

Emionpavete éva amooTeipwpévo TpuPAio petri (1 Kammdk) pe TIg amapaitnTeg TANPOYOPIES.

AvaoTpéyTe Pe ATTIES KIVAOEIG KABE @iaAidio TS, DS kai WS S0 gopég yia va avapixBolv Ta Trepiexopeva, Tpiv amé m xpron.

MpoetoiudaTe 10 TPUPAIO e oTayoveg SlaAupaTwy yia To TpwTOkoAAo Béppavang, wg e&ng:

Alaveipete pe donmrn texvikA diadoyiké 2 pikpoaTaydveg o€ va aveoTpaupévo Kataki ateipou TpuBAiou Petri, 6Twg gaiveral atnv

Eikéva 1 kal TomoBeTiaTe 10 TpUBAio aTnv TpaTEda TOU UIKPOOKOTTIOU:

* pia aTayéva 50 pl TS
« pia oTayéva 50 pl DS
* (Ao aTayoveg WS Ba mpogTolpaaTolv apydtepa aTo BrAua 11)

TomoBetaTe To UdATOAOUTPO Beppokpaaiag 37 °C kovTd aTo pIKpoaKoTIo. Exere Kovid oag Ta §Ag: TITETA PETAPOPAS Kal dkpa,

oTeipo aixunpd wahidi, aupiyya Hamilton kar oteipa pavinAdkia.

Xpnaipotoiwvrag AaBida (A Ta1pida), avaktiaTe To ouykekpipévo CryoTip amd T pdBdo péaa ato uypd alwro, eppubioTe ypriyopa

10 CryoTip aTo udaréAoutpo Beppokpaaiag 37 °C (= 500 ml) kai mepIdIvioTe pe ATTIEG KIVATEIG €11 3 SeuTePOAETITA WOTE va Beppaveei

(BA. Eikova 2) pe pubpo + 24.000 °C/Aetrto.

AlaveipeTe ypriyopa 1o Trepiexdpevo Tou CryoTip wg €& (BA. Eikdva 3):

+  XxoutriaTe ypriyopa To CryoTip pe éva oTeipo pavinAdki WaTe va oTeEyVWOEl

+ AgaipéoTe To PETAMIKS XITWVIO KGAuwng

+ Koyre ™ ogpayion oto mAatl akpo Tou CryoTip, aTn ohuavon ap. 4

+  ZuvdéoTe oTépea To TATU Gkpo Tou CryoTip pe T aUplyya Hamilton 1j pe katdAAnAo epyaAeio avappdenaong, XpnoILOTIOILVTAG
OUVOETHO A TIPOTAPHOYEQ.

YHMEIQZH: AvaankwoTe 1o éuBolo Tg alpiyyag mepimou 0,5 ivioeg (1,3 cm) mpoTol cuvBEDETe TN GUPIYYa GTOV GUVOETHO Kall
10 CryoTip.

+  IKouTriaTe pe ATTIEG KIVATEIG TO AETITO GKPO WE Eva aTEiPO PAVTNAGKI WOTE VA OTEYVWOEL.

+ Exovrag 1o CryoTip TomoBetnpévo emavw amd 1o Tapackeuaouévo TpuBAio amdyugng, kOyTe ypriyopa T 0@payion aTn orfpavon
ap. 2 10 AemrToU dkpou kai Siaveipete 1o mepiexopevo Tou CryoTip wg pikpA otayéva (~ 1 pl) o€ ateyvr mepioxr Tou TpupAiou
emavw amo tn otayéva TS (BA. Eikéva 4).

THMEIQZH: AMIO®YTETE TON ZXHMATIZMO ®YZAAIAQN KATA TH AIANOMH TOY NMEPIEXOMENOY.

Evwate v atayéva TS pe 10 mepiexopevo Tou CryoTip kal agnaTe 1o va avauixBei fabpiaia yia 1 Aemté (BA. Eikdva 4).

Znueiwon: Ta deiypara Ba cuppikvwBoUv kai Ba eTITAEUTOUV GTV KOPUPN TNG OTAYOVAS.

ZHMEIQZH: Metd T petagopd kabe deiyuarog, QuUOnETe TUXOV UYPO TTOU ATTOEVEI OTTO TNV THITTETA JETAQOPAS KOl AVAPPOPHTTE piat

pIkpA Too6TNTA S1AAUKATOG ATTO TNV ETTOUEVN GTAYOVA TIPIV ATIO TOV ETMOPEVO XEIPIOPO. ATIOQUYETE TN dnUIoupyia QUOCAIBWY KaTd

TIG HETAQOPES.

Avappo@noTe pia pikpr ToaotnTa DS atnv miméTa ueTagopdg kal peTapépeTe To 1 Ta Seiypata amé Tn atayéva tou TS pe eAdyioTo

6yko atnv atayéva Tou DS emi 4 Aemrtd.

YHMEIQZH: To deiyua Ba Tapapeivel guppikvwpévo katd Ty ékBean oto DS.

ZE AYTO TO XPONIKO AIAZTHMA NPOETOIMAZTE TIZ AYO ZTAFONEZ 50 pl TOY WS (WS1, WS2), ONQz GAINETAI XTHN

EIKONA 4.

Metagépete 10 ) Ta deiypara oty atayéva Tou WS (WS1) emri 4 Aemrrd.

THMEIQZH: To 1} Ta deiypara Ba mpémel va €xouv eTavEéABel aTo apyIK6 Toug péyeBog eviog 2-3 Aemrtwv ato WS.

21N ouvéxela, peTagépete To 1 Ta Oeiypata atn SeUTtepn ataydva Tou WS (WS2) emi 4 Aemrd.

Metagépete 10 1} Ta Beppaopéva QOKYTTAPA ot mpo-e§icoppotnpévo péco kahhiépyelag, pe oupmAfpwpa Tpwreivng 20% (k.6.)

1} 12 mg/ml yia amokatdaTaon (2-3 WPEg, TPOKEINEVOU va UTIAPXEI XPOVOG YIa TNV AVATTAQGN TNG ATPAKTOU), TIPIV ATTO TOUG ETOPEVOUS

XEIPITPOUG.

Yméipyouv dUo emihoyég yia To 1) Ta EMBPYA mou éxouv Beppavei:

a) TNa apeon petagopd atnv acBevh: petagépete 1o fi Ta EMBPYA o€ po-£§100ppoTiNPéVO PECO «UETAPOPAGH TO OTTOI0 TIEPIEXE!
oupTAfpwpa Tpwreivng 20% (k.6.) 1 12 mg/ml.

B) Tamepairépw kaligpyeia: peragépete 10 fy Ta EMBPYA o€ rpo-€€iooppotrnuévo péao KaANIEPYEIQg TO OTToi0 TTEPIEXEI CUPTTApWLA
mpwteivng 20% (k.6.) i} 12 mg/ml, yia pia mepiodo amokaraotaong 4 wpwv. Metd Ty mepiodo amokatdoTaong, HETAPEPETE
10 1} Ta EMBPYA o710 péoo kaAhiépyeiag pe mpwreivn 10% (k.0.) kal emwaoTe katdAAnAa, wodtou emiteuxBei 10 £mMBUPNTO 0TAI0
avamTuéng yia petagopd oty acBeve.

FIA TH OEPMANZH THZ ZYZKEYHZ HSV QX ®OPEA:
AMAITOYMENA YAIKA MOY AEN NEPINAMBANONTAI

Z1eipo TpuPAio 4 umrodoywv (Nunc 179830, 144444 i 1c0d0vapo) A TpuPAio opyavikng kaAAiEpyeiag (BD Falcon 353037)
Avahwaipa yavria

Miméreg perapopag

AaBida

XpovopeTpo fi XpovodiakoTTnG

AeGapevry uypoU alwrou

Yyp6 alwrto
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+ WYahidl, Knipex 1} GAAn ouokeun koTrg cUppaTog
* Meoo kahiépyeiag pe Tpwreivn, Tpo-e§laoppotmpévo atoug 37 °C ot emwaatipa CO, Tpiv amé 1n diadikacia amoyudng.
+ Emwaotipag 37 °C xwpig CO, 1} Beppaivopevn Tpameda
OAHFIEZ XPHZHZ
E¢aptiuara Vit Kit-Thaw (avahoya pe Tv epapuoyr)
+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

NPQTOKOAAO OEPMANZHZ

(F1A QOKYTTAPA KAl EMBPYA):

THMEIQZH: Ta BrApara Béppavang mepidaupavouv Ty eupiBion Tng ouokeurig ato TS oe Beppokpaaia 37 °C kai Tn cuvakéAoubn

apaiwan kai TAuon oe DS kal WS og Beppokpaaia dwyatiou.

1. Mpoetolpacia Twv TpuBAiwv BEppavang (6Twg gaiverar aTo didypappa Tng ouokeurig HSV):

+ Xtoug 37 °C: Aiaveipete pe ontn Texvikn 250 pl TS oe éva aTeipo TpuPAio 4 uodoxwv 1 o€ éva TpuBAio opyavikig kaAAiEpyeiag
ka1 TomoBeTAaTe To o€ évav emwaoTipa 37 °C xwpig CO, i e Bepuaivopevn Tpameda, ToukdxiaTov 30 Aetrra mmpiv amé 1n diadikacia
6éppavang

YHMEIQZH: TMNa wokuTrapa, diaveiypere Touhdyiotov 1 ml TS
2. MpocdiopioTe v A Tig Tayiéreg HSV mou mpokeitai va BeppavBolv amé Tov mepiékm @UAagS LN, kar peragépeté Tig ypriyopa oTn
deGapevn Tou éxel TAnpweEi pe LN, yia Ty TpoeToluadia yia Tn diadikagia amoyugng.

TomoBetaTe T Segapevn LN, kovTd 070 PIKPOOKOTIIO WATE va dievepynBOUV Ypryopa Ol ETTOUEVOI XEIPITHOI.

AmopakpuveTe 1o TpuBAio TS amé Tov emwacTipa 37 °C A Tn Beppaivopevn Tpdmela kal TOTOBETAGTE TO UTIO €0TIODN, ETAVW TTNV

TpATE(Q TOU PIKPOOKOTTIOU.

5. INKWOTE OPKETA TNV TIayIETa WoTe va amokaAUWeTe Ty €yxpwun pdBdo xeipiopoU. BeBaiwdeite 611 To dkpo e 10 fj Ta deiypara
mapapével euBuBiopévo ato LN,

6.  XpnoigomoinaTe éva Knipex (f GAAn cuokeur} KOTmg oUPPATOG) Yia va KOWETE TNV TrayIéTa aTo UWog TG EyXpwung pARdOU XEIPIOHOU.
O KoOKKIvog 00ny6g pfikoug kot aTo Knipex Ba Tpémel va TommoBeTnBei aTn BE0N péyIoTOU PAKOUG ) va a@aipeBei.

+  EvaA\akTIKG, XPNOIHOTIOINGTE TOV QVTIXEIPA KAl TA SAKTUAQ Y1 VOl TIEPIOTPEWETE TNV TIAYIETA EVW TNV KOBETE PE TO WaAidl, 10 mm

KATW a1 TV KOpUYr TG EyXpwHNg papdou xelpiopou.

7. Me wa ypriyopn aAAa eheyxopevn kivnon, mdaoTe ypryopa tn pdBdo xelpiopou kai BydAte Ty amoé Ty mayiéra.

8. BuBioTe apéowg v athaka ato TS 37 °C kal mepIdIvioTe Pe ATTIEG KIVATEIG WOTE va amokoAAnBolv Ta deiypara amé T cuoKeun
Kal a@roTe Ta €Tl 1 AeTTO.

Ta BApaTa 9-12 mpémel va ekteAeaTolv o€ Beppokpacia dwuartiou (22-27 °C).

+ Xt Beppokpacia dwpartiou: Alaveipete pe aonn TexvIKA pia (1) ataydéva 50 ul DS ae éva ateipo TpuPAio Petri

Avappo®noTe pia pikpn ToodtnTa DS oty miméTa pETagopds Kai ETAQEPETE To A Ta deiypara amé ) otaydva TS pe eAdyioTo dyko

otnv otayéva Tou DS emi 4 AemTd.

IHMEIQZH: To deiypa Ba Tapapeivel ouppikvwpévo katd tnv ékBean ato DS.

ZE AYTO TO XPONIKO AIAZTHMA MPOETOIMAZTE TIZ AYO LTAIONEX 50 pl TOY WS (WS1, WS2), ONQE PAINETAI XTO

AIATPAMMA THZ ZYZKEYHZ HSV.

10.  Metagépete 10 1 Ta deiypara otnv ataydéva Tou WS (WS1) emi 4 Aemrra.

YHMEIQZH: To j Ta deiyuara Ba mpémel va éxouv eTavéABel aTo apyIko Toug péyebog eviog 2-3 Aemtwv aTo WS.

1. 2 ouvéxela, petagépete To f Ta deiypata aTn Seutepn atayova tou WS (WS2) i 4 Aetrd.

12, Metagépete 10 1) Ta Beppacpéva QOKYTTAPA ot mpo-egicoppotmpévo péco Kariépyeiag, pe oupTAfpwia Tpwreivng 20% (k.0.)
1} 12 mg/ml yia amokatdaTaon (2-3 WPES, TTPOKEIMEVOU Va UTIAPXEI XPOVOG YIa TNV avATTAACN TNG ATPAKTOU), TIPIV ATTO TOUG ETTOPEVOUS
XEIPIOPOUG.

Ymdpxouv 600 emiAoyég yia 1o 1y Ta EMBPYA mou éxouv Bepuaveei:

a) o aueon petagopd oty acBevh: petagépete 1o fi Ta EMBPYA o€ Tpo-£§100ppoTinpéVo PEGO «ETAPOPAGH TO OTTOIO TIEPIEXEI

oupTAfpwua Tpwreivng 20% (k.6.) i} 12 mg/ml.

B) TMamepairépw kaAiépyeia: peragépete 10 1y Ta EMBPYA o€ mpo-£§icoppoTmuévo péao KaANIEPYEIAG TO OTT0i0 TIEPIEXE! CUNTTARPWHO
mpwreivng 20% (k.6.) f} 12 mg/ml, yia pia Tepiodo amokardaTaong 4 wpwv. Meté Ty Tepiodo amokardaTaong, HETAPEPETE TO
fi Ta EMBPYA o710 péoo kaMiépyeiag pe mpwreivn 10% (k.6.) kal emwaaTte KatdAAnAa, wodTou emiTeuxBei To EMBUPNTO GTASIO
avaTTugng yia YETa@opd aTnv acBevr.

YHMEIQZH: Ta amokareaTnuéva wokiTTapa TpETel va yovipotroinBoulv pe xpnon ICSI yia  BEATIOTN yovigoTioinan Petd amd v

vahotroinon.

FA TH ©EPMANZH TOY CRYOLOCK™ QX ®OPEA:

AMNAITOYMENA YAIKA NMOY AEN NEPINAMBANONTAI
Z1eipog TpuBAio 4 utrodoywv i oTeipa pikpd TpuBAia petri (35 X 10 mm f 1008Uvapa)
Avahwoipa yavria
Miméreg peTapopag
XpovopeTpo fi XpovodiakoTTng
AeGapevry uypoU alwrou
Yyp6 alwrto
Mégo kaANigpyelag pe Tpwreivn, Tpo-e§iooppopévo aToug 37 °C ot emwaapa CO, Tpiv amd Tn diadikagia amoyugng
Emwactipag 37 °C xwpig CO, A Beppaivépevn 1pdmela
AaBida
OAHFIEZ XPHZHE
E¢apthpara Vit Kit-Thaw (avaloya pe v epapuoyr)
* 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
MPQTOKOAAO OEPMANZHZ
YHMEIQZH: Ta pripata 8¢ppavang mepiAappavouy my eppubion g ouokeung oo TS ae Beppokpaaia 37 °C kal T guvakéAoubn apaiwan
kai TAUon ae DS kar WS oe Beppokpaaia dwpartiou.
1. MpoetoipdaTe 10 TpUBAio amdyuéng (6Twg gaivetar ato didypappa Tou Cryolock, Eikéva 1):
+ Z1oug 37 °C: AlaveipeTe pe AonTTn TeXVIkR évav eAayioto dyko 1 ml diahuparog TS kai Beppdvete atoug 37 °C ot évav emwaoThpa
Xwpig CO, 1} oe pia Beppaivopevn Tpameda, Touldyiatov 30 Aemrrd mpiv amd v évapgn Tng Siadikaaiag Béppavang.

Bw
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2. MpocdiopioTe 10 fj Ta Seiypara Cryolock Tou TpodKerTal va BeppavBolv kal HETAQEPETE Ta ypriyopa amé Tov Tepiékm @UAagng LN,
o€ pia degapevn UAagng mAnpwpévn pe LN,, yia Ty mpogTolpaaia yia T diadikacia 8¢ppavang.

3. TomoBemiaTe Tv mAnpwpévn pe LN, dedapeviy UAagng oe aTevi eyydmnTa e Tov XWPO EPYATiag Kal TNV TPATIE]A TOU HIKPOOKOTTiOU,
TIPOKEIPEVOU VA ETTITUXETE OTN GUVEXEID TOV TAXU XEIPIOPO KaTd TN peTagopd amd Tn defapevr ato TS.

4. AmopakpOvete 1o TpUPAio TS amé Tov emwaaTthpa 37 °C 1 Tn Beppaivopevn Tpameda kai TOTTOBETAGTE TO UTTO £0TIOON, ETAVW 0TV
TPATTE(A TOU PIKPOOKOTTIOU.

5. Xpnoipomolwvrtag AaBida, kpaTAaTe To ETAVW AKPO TOU owuaTog Tou Cryolock We TV ETIKETA TAUTOTIOINGNG OTPAMLEVN TTPOG TA ETTAVW.
Emidoyn A: Me fimieg ala ypriyopeg KIVAGEIG agaipéaTe 10 Twpa kaTw amo 1o LN, mepioTpé@oviag 1a TuApard tou £wg otou
ameAeuBepwoei.

Emidoyr) B: Bvd)\Ts ypriyopa 1o Cryolock a6 1o LN, kai aTn ouvéxela agaipéaTe Ypryopa To TOUA WE HId ATTIA TTEPITTPOPN.
ZHMEIQZH: To epyaoTrpio Ba mpémel va oupBoulelete Tig eowTepikéG Tou dladikaaieg kal Ta TpwTokoAa. H emiAoyn A dev éxel AdBel
éykpion yia xpron otig H.M.A.

6. BuBiote apaowg 70 KoiAo GIKpO TOU Cryolock pe 10 A} T 6e|vpcna chappzvq Tpog Ta emdvw, oto TS 37 °C. Maparnpwvtag aTo

pikpoakdio, petakivioTe To Cryolock pe ATTIES KIVAOEIG Ewg 6TOU TO 1 Ta deiypaTa ameAeubepwBolv amé To GKpo.

7. AgfoTe T0 1 Ta deiypara guvolikd i 1 Aemrté oTo TS.

8. Tpiavra (30) dSeutepOAeTrTa PETG TNV apPXIKK BUBION, TITIETAPETE TPOOEKTIKG TO 1) Ta Seiypara, eav emmAéouv, Kal TOTTOBETAOTE
10 gTOV TTUBUEVa Tou TS.

Ta BrApaTa 9-12 mpémel va ekteAeaTolv o€ Beppokpacia dwuartiou (22-27 °C).

+ Xt Beppokpacia dwyariou: Alaveiuere pe aonn Texvikn pia (1) otayéva 50 pl DS oe éva ateipo TpuBAio Petri (BA. didypappa
Tou Cryolock, Eikéva 2)

9. Metagépete 10 A Ta deiypara ato DS emi 4 Aemrrd. MimerdpeTe TPOoeKTIKA Ta Seiypata pia @opd, yia va diacgalioete Tnv TARpN
ékmAuan ato DS.

ZHMEIQZH: To deiypa Ba Tapaueivel guppikvwpévo katd tnv ékBean ato DS.

10.  Kara mn didpkela g ékBeang didipkelag 4 Aemtwv oto DS, diaveipete pe donmrn Texvikn dUo (2) ataydveg 50 pl WS (WS1, WS2),
OTIWG Qaivetal aTo S1dypaupa.

11, Metagépete 10 i Ta deiypara oto WS1 kai émerta ato WS2 emi 4 Aertd 1o kGBe éva, ampdokoTTa.

ZHMEIQZH: To A ta deiypara Ba wpémel va Exouv emavéABel aTo apyikd Toug péyebog evidg 2-3 Aetrmwv oto WS.

12, Metagépete 10 f Ta Beppacpéva QOKYTTAPA ot mrpo-e§i0oppotnpévo péao KaAIEpyeIag, te oupTARpwua TpwTeivng 20% (K.0.)
1 12 mg/ml yia amrokaraaTaon (2-3 WPEG, TPOKEILEVOU VA UTIAPXE! XPOVOG yia TNV avatTAaan Tng atpakTou), TIpIV aTTd TOUg ETTOUEVOUS
XEIPITPOUG.

Ymdpyouv 0o emiAoyég yia 1o 1) Ta EMBPYA mou éxouv Bepuaveei:

a) Ta aueon petagopd oty acBevh: petagépete 1o fj Ta EMBPYA o€ Tpo-£§100ppoTipéVo PEGO ETAPOPAGH TO OTTOIO TIEPIEXEI
oupmAfpwpa mpwreivng 20% (k.6.) i} 12 mg/ml.

B) Mamepaitépw kaAhiépyela: peTagépete 1o fy Ta EMBPYA o€ Trpo-e§iooppoTmuévo péao KaANIEPYEITG TO 0TToi0 TIEPIEXEI TUPTIARPWHA
mpwteivng 20% (k.6.) i 12 mg/ml, yia pia Tepiodo amokaraoTaong 4 wpwv. Metd v mepiodo amokaréoTaong, HETaPEPETE TO
fi Ta EMBPYA o710 péoo kaMiépyeiag pe mpwreivn 10% (k.6.) kal emwdaTte katdAAnAa, wodTou emiteuxBei 1o EMBUPNTO GTASIO
avaTTugng yia LETagopd aTnv achevr.

o mpOoBETEG AETITOPEPEIEG OXETIKA ME TN XPHON TWV TIPOIGVTWY auTwy, KaBe epyaatipio Ba Tpémel va oupPouleterar Tig dikéG Tou

£PYOOTNPIOKEG DIAdIKATiEG Kal TTPWTOKOAD, Ta oTroia €xouv avamTuyBei kai BeATIoTOTIOINGET €181KG YIa TO 1S TOU 1ATPIKS TTPOYPAUUA.

OAHTIEZ ®YAAZHE KAl ZTAGEPOTHTA

Duhdooete Ta kAeioTa @iahidia oTo Yuyeio o€ Bepuokpacia 2 °C éwg 8 °C. Otav guhdcoovTal cuNQWVa PE TiG 0dnyieg, Ta diaAipara
Vitrification Thaw Kit mapapévouv ataepd éwg Tv nuepounvia Ajgng Tou avaypd@etal oTig ETIKETEG Twv QIaAIBiwy.

Mn xpnoipoTroiEite Ta péoa yia TEPITOOTEPEG aTTO OKTW (8) £BdOADES, apoU avolxBoUv o TEPIEKTEG.

KaBuwg umrapyer uhikd avBpwivng TpoéAeuang aTo Tpoidv, Uopei va avamTuyBei kdmoia moadtnta cwyanidiaknig UAnG katd T didpkela
NG QUAagnG. Auté To €idog owparidiakrg UAng dev eival yvwaTé va éxel emidpaan oTnv amédoan Tou TPoIGVTOS.

MPOOYAAZEIZ KAI MPOEIAOMNOIHZEIZ

H ouokeun auth mpoopietar yia xpian amd Tpoowiké ekTaideupévo aTig diadikaaieg urofonBolpevng avamapaywyng. Or diadikagieg
auTéG TTEPIAAUBAVOUV TNV UTTOBEIKVUOHEVN EQAPHOYH YIO TV OTTOia TPOOPIfETaI N GUTKEUN AUTH.

H eykardaTaan 6mou Ba xpnaiyomoinBei auTr n guokeur eival urelBuvn yia T Slatipnan TG IXVNAacIuéTNTAG TOU TTPOIGVTOG KAl TTPETTEN
VO OUPHOPPUWVETal HE TOug €BVIKOUG KavoviouoUg Tou agopolv TV IXvnAaciuéTnta, 4mmou epapuoderal.

Mn xpnoipotoiite omolodimote @iaAidio SiaAUparog mou Tapoudiddel evoeiteig {npiag, Siappong, owpamdiakig UAng fj BoAepdtnrag
1} €xel AAAOIWWEVO XpWua. ATTOPPIYTE TO TIPOIOV CUHPWVA HE TOUG ITXUOVTEG KAVOVIOHOUG.

la va amopUyete TpoPAfpaTa pe poAuvan, XelpioTeite eQapudloviag AonTITEG TEXVIKEG.

Emi Tou mapévtog, n epeuvnTiki BIBAIoypagia katadeikvUel 0TI 01 HAKPOTTIPOBETUEG ETITITWOEIG TNG UAAOTIOINONG OTA WOKUTTAPA KAl OTA
£uppua TapapEVOUV AyVWOTEG.

Mn xpnoipoToleite kapia @1aAn otV otoia £xel TapaBiaoTel n akepaIdTNTA TG ATTOCTEIPWHEVNG TUCKEUATTAG.

E.E.: Egapuolovial Ta TuTmiké péTpa TpoANYNG AoILWEEWY amd T XpAon @apUOKEUTIKWY TIPOIOVTWY TToU £XOUV TTAPACKEUATTE] aTTo
avBpwmivo aipa } TAdopa kai epIAauBavouv Ty Aoy Twv doTwy, TN diaAoyh PepovwuEVWY SwpEmV Kal TN dnuioupyia Setapeviv
TAAOPATOG YIa OUYKEKPIPEVOUG OEiKTEG Aoipwgng, KaBWG kal T guuTepiAnwn aTOTEAETPATIKWY BNUATWY KATA TNV TTAPACKEUN yia TNV
adpavotoinan/agaipeon Twv 1wv. MapdAa autd, 6Tav xopnyoUlvTal QAPUAKEUTIKA TTPOIOVTA TTOU £X0UV TTAPACKEUAOTET aTTO avBpwTTIVO
aipa i mAGopa, dev eivar duvaréy va amokAeiaTel evieAdwg n mBaveTnTa PeTadoang Aoipoydvwy Trapayoviwy. Autd 10XUEI £TTONG Kail yia
ayvwaToug i veoeppavifopevoug 100G kal dAAoug TaBoydvoug pikpoopyaviopoUs. Aev UTIAPXOUV avapopég aTmodedelypévng HETAdOaNG IV
e aABoupivn n omoia éxel TAPATKEUAOTE PE TIG TTPOdIaypagés g Eupwraikig Pappakotoliag, HEow Twv KaBIEpwHEVWY S1adIKATIwY.
Tuviotarar 1diaitépwg, Kabe popd TTou xopnyolval péoa kahiépyeiag Tpoidviwy kai péoa avamapaywyng g FUJIFILM Irvine Scientific,
Inc. o€ évav aoBevi, va kataypdgetal To dvopa Kal 0 apiBuég TapTidag Tou TPOiovTog, WOTE va diatnpeital évag alvdeauog petagy Tou
aoBevolg kal TG TTapTidag Tou TTPOIGVTOG.

H.M.A.: Autd T0 TTpOidv TrepiExel avBpwivn aABoupivn opol (HSA). To UAIKG avBpwrivig TPoEAEUTNG TO OTIOIO XPNCIKOTIOIEITAI TNV
TIAPACKEUR TOU TIPOidVTOG auToU €xel eAeyxBei pe eykekpiuéva améd Tov Opyaviapsd Tpo@ipwy kar apudkwy Twv HMA (FDA) KIT Kai €xel
Bpebei 611 dev avTidpda o€ avtiowpara katd Tou 100 ¢ nmatindag C (HCV) kal o€ avTiowpaTa Katd Tou 100 avBpwITIivng aVOoOaVETTAPKEING
(HIV). Qatéo0, kapia péBodog eAéyxou dev Tpoapépel AN SiacpdAion 6T Ta TipoibvTa avBpwrivng TpoéAeuang dev eival poAuoparikd.
O xelpiopog OAwv Twv UAIKWY avBpwivng TpoéAeuang Tpémel va yivetal oav va eival duvaré va peradwoouv Aoipwen, epappdlovrag
YeVIKEG TIPOQUAGEEIG. O1 5OTEG TOu apxIkoU UAIKOU éxouv eTtiang egeTaaTei yia vooo Creutzfeldt-Jakob (CJD).

ANTENAEIZH
To mpoidv mepiéxer Benkn yeviapukivn. Oa mpémel va Aaupdavovrar ol amapaitnteg Tpo@uAGSEIS yia va SiacpalioTei 611 0 agbeviig dev
£xel euaioBnaia 0To OUYKEKPIPEVO AVTIRIOTIKO.
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CESTINA

UPOZORNENI PRO EU: Pouze pro profesionalni pouziti.

INDIKACE PRO POUZITI

Vit Kit-Thaw (vitrifikacni rozmrazovaci souprava) je uréena k pouziti pfi rozmrazovani vitrifikovanych oocytt (MII), pronuklearnich (PN)
zygot do Urovné embrya ve stadiu ryhovani 3. dne a embryi ve stadiu blastocysty vitrifikovanych pomoci soupravy Vitrification Freeze Kit
(kat. €. 90133-S0).

POPIS PROSTREDKU

Roztok Thawing Solution-TS je HEPES pufrovany roztok média Medium-199 obsahujici gentamicin sulfat, 1,0 M sacharézy a 20 % (v/v)
dopliiku Dextran Serum Supplement (DSS).

Redici roztok Dilution Solution-DS je HEPES pufrovany roztok média Medium-199 obsahujici gentamicin sulfat, 0,5 M sacharézy
a20 % (viv) DSS.

Promyvaci roztok Washing Solution-WS je HEPES pufrovany roztok média Medium-199 obsahujici gentamicin sulfat a 20 % (v/v) DSS.

DSS je pripravek k suplementaci proteint a sestava z 50 mg/ml lidského sérového albuminu (HSA) terapeutické kvality a 20 mg/ml dextranu.

DSS se v soupraveé Vit Kit-Thaw pouziva pfi 20 % (v/v) k dosaZeni kone¢né koncentrace 10 mg/ml HSA a 4 mg/ml dextranu.

Tyto tfi roztoky se pouzivaji v pofadi podle krokl protokolu ohfivani mikrokapek.

SLOZENI
Soli a ionty Amid kyseliny nikotinové  Zdroj proteint Lysin Hydroxyprolin
Chlorid sodny Kyselina pantothenovéa Lidsky sérovy albumin Prolin Cystin
Fosfo.reénan sogny Riboflavin Pufry Tyrosin Ostatni
Chlorid draselny Pyridoxin Hydrogenuhligitan sodny ~ Alanin ) Guanin
gwtan horg,cpaty ghgmm HEPES iyse:!na als,paragoya Hypoxantin
ctan sodny iotin " yselina glutamova Thymin
Chlorid vapenaty Alfa-tokoferol Indikatorpf Isoleucin Ureel
S . Fenolova Cerven ;
Dusiénan Zelezity Hydrogensificitan sodny Leucin Xantin
Cholinchlorid Antioxidant “S/‘ﬁkrzonlo'eku' Methionin Adenosin
Vitaminy a minerély Glutathion DZitrZ?za Fenylalanin Adeninsulfat
Kyselina askorbova Antibiotikum ) ) Serin Deoxyribza
Kyselina aminobenzoové  Gentamicin-sulfat Aminokyseliny Threonin Riboza
Kalciferol o i Arginin Tryptofan Voda
A Energetické substraty Glycin valin voda
Kyselina listova Glukoza H'y i . V kvalité vody pro injekci
Kyselina nikotinova istidin Cystein

Inositol

ZAJISTENI KVALITY
Roztoky soupravy Vit Kit-Thaw jsou filtrovany pfes membranu a asepticky zpracovany validovanymi vyrobnimi metodami.
Na kazdé Sarzi Vit Kit-Thaw se provadéji tyto testy:
Roztoky:
na endotoxiny testem Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0,6 EU/ml)
test na mySich embryich (jednobunécné pfi = 80 % expandované blastocysté)
na sterilitu aktualné pouzivanym testem na kontrolu sterility podle Iékopisu USA <71> (Uspéch)
V&echny vysledky jsou uvedeny v analytickém certifikatu k prisludné Sarzi, ktery je k dispozici na vyzadani.
PRO OHREV TYCINKY CRYOTIP JAKO NOSICE:

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY
Konektor (kat. ¢. 40736) nebo adaptér
Sterilni Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon 351006 nebo ekvivalentni)
Jednorazové rukavice
Stfikacka Hamilton GASTIGHT® (50 pl), kat. ¢. 80901
Transferové pipety (sklenéné pipety z tazeného skla nebo mikropipetové hroty s vnitfnim primérem hrotu ~200 pm)
Pinzeta
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 palct [10 cm] v nadobé)
Ostré ntzky (sterilni)
Vodni lazen 37 °C
Kultivagni médium s proteinem, pfed rozmrazovéanim pfedem ekvilibrované na 37 °C v CO, inkubatoru
Inkubétor o teploté 37 °C bez CO, nebo ohfivaci stolek
NAVOD K POUZIT
Slozky soupravy Vit Kit-Thaw (na aplikaci):
+ 50 pl rozmrazovaciho roztoku — TS
+ 50 pl fediciho roztoku - DS
+ 100 pl promyvaciho roztoku — WS
+ 1 konektor
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PROTOKOL OHRIVANi
(PRO OOCYTY A EMBRYA):

13.
14.

POZNAMKA: Postupy se provadéji pfi pokojové teploté (20-27 °C). Pro nize uvedené postupy NEPOUZIVEJTE vyhfivany stolek

mikroskopu.

POZOR: Pii manipulaci v rozmrazovacich roztocich minimalizujte expozici vzorku svétlu.

Pfed ohfivanim vitrifikovanych vzorkli nechte potfebné mnozstvi TS, DS a VS dosahnout pokojové teploty (20-27 °C).

POZNAMKA: Nenechte celé lahvicky TS, DS a V'S opakované zahfivat na pokojovou teplotu, pokud budete potfebovat vzdy jen malé

mnozstvi téchto roztoku. Lepsi je odméfit mnozstvi, které se ma pouzit, a lahvicky po odméfeni ihned vrétit do prostoru o teploté

2-8°C.

Naplfite nadobu na kapalny dusik kapalnym dusikem (pfiblizné do 80 %) a umistéte do blizkosti mraznicky s LN, se vzorky uréenymi

k rozmrazeni.

Vyjméte drzaky se zasobniky obsahujicimi ty¢inky CryoTip s vitrifikovanymi vzorky ze skladovaciho prostoru s tekutym dusikem

a preneste je do nadoby napInéné kapalnym dusikem.

POZOR: Dbejte, aby tycinky CryoTip béhem pfenosu ze skladovaciho prostoru do nadoby s LN, zistaly ponofené v LN, (v zasobniku),

aby nedoslo k nekontrolovanému rozmrazeni vzorkd.

Nadobu umistéte pobliz mikroskopu k rychlé manipulaci.

Vyznacte nezbytné informace na $titku sterilni Petriho misky (nebo vicka).

Opatrnym dvojim pfevracenim promichejte pfed pouzitim obsah kazdé lahvicky TS, DS a VS.

Postup pfipravy misky s kapi¢kami roztok( pro protokol ohfivani:

Asepticky na obracené vicko sterilni Petriho misky nakapejte 2 mikrokapky po sobé podle ilustrace na obr. 1 a misku umistéte na

stolek mikroskopu:

« jednu 50p! kapku TS
« jednu 50p! kapku DS
« (dvé kapky WS se pfipravi pozdéji, v kroku 11)

Umistéte vodni lazefi o teploté 37 °C do blizkosti mikroskopu. Méjte po ruce: transferovou pipetu a hroty, sterilni ostré ntizky, stfikacku

Hamilton a sterilni utérky.

Pinzetou (nebo klestémi) vyjméte danou ty¢inku CryoTip z drzaku v kapalném dusiku, rychle ji ponofte do vodni lazné (= 500 ml)

o teploté 37 °C a opatrné s ni po dobu 3 vtefin otacejte, aby se ohiéla (viz obr. 2) rychlosti +24 000 °C/min.

Rychle vykapnéte obsah ty¢inky CryoTip timto postupem (viz obr. 3):

Tyc€inku CryoTip rychle do sucha otfete sterilni utérkou.

+ Odstrafite kovovy ochranny kryt.

+  Prestfihnéte svar na silném konci ty¢inky CryoTip u znacky €. 4.

+ Pomoci konektoru nebo adaptéru pevné pripojte Siroky konec tyCinky CryoTip ke stfikacce Hamilton nebo vhodnému aspiraénimu
nastroji.

POZNAMKA: Ped pfipojenim stfikacky ke konektoru a tycince CryoTip povytahnéte pist stfikacky pfiblizné o 0,5 palce (1,3 cm).

+  Opatrné sterilni utérkou do sucha otfete jemny hrot.

+ Drite tyCinku CryoTip nad pfipravenou rozmrazovaci miskou, rychle prestiihnéte svar na znacce €. 2 na strané jemného hrotu
a vykapnéte obsah ty¢inky CryoTip jako malou kapku (~ 1 pl) na suché misto na misce nad kapkou roztoku TS (viz obr. 4).
POZNAMKA: PRI VYKAPNUTI OBSAHU NENECHTE TVORIT BUBLINKY.

Pfipojte kapku TS k obsahu ty¢inky CryoTip a nechte po dobu 1 minuty postupné promisit (viz obr. 4).

Pozndmka: Vzorky se smrsti a vyplavou na povrch kapky.

POZNAMKA: Po kazdém prenosu vzorku (vzork(i) vyfouknéte pripadnou zbyvajici kapalinu z transferové pipety a pred dal$i manipulaci

natahnéte Cast roztoku z dalsi kapky. Pfi pfenaSeni dbejte, aby se netvofily bublinky.

Natahnéte do transferové pipety trochu DS a na 4 minuty pfeneste vzorek (vzorky) z kapky TS s minimalnim obsahem tohoto roztoku

do kapky DS.

POZNAMKA: Vzorek pii expozici DS zistane smrstény.

BEHEM TETO FAZE PRIPRAVTE DVE 50ul KAPKY WS (WS1 A WS2), VIZ OBR. 4.

Na 4 minuty pfeneste vzorek (vzorky) do kapky WS (WS1).

POZNAMKA: Vzorek (vzorky) by mél(y) po 2-3 minutach ve WS znovu expandovat do ptvodni velikosti.

Potom na 4 minuty vzorek (vzorky) pfeneste do druhé kapky WS (WS2).

Pred dal$i manipulaci pfeneste ohfaty OOCYT (ohfaté OOCYTY) do pfedem ekvilibrovaného kultivaéniho média s 20% (v/v) dopliikem

proteind (12 mg/ml) pro obnoveni (na 2-3 hodiny, aby se umoznilo opakované vytvoreni vieténka).

Pro ohf4té EMBRYO (EMBRYA) existuji dvé moznosti:

a) Okamzity pfenos do téla pacientky: pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do prfedem ekvilibrovaného pfenosového média s 20% (v/v)
dopliikem proteint (12 mg/ml).

b) Dalsi kultivace: pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do pfedem ekvilibrovaného kultivatniho média s 20% (v/v) dopliikem protein(i
(12 mg/ml) na dobu 4 hodin pro obnoveni. Po dobé& obnoveni pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do kultivaéniho média s 10 % (v/v)
proteinu a pfislu§né inkubujte, dokud neni dosazeno pozadované faze vyvoje pro prenos do téla pacientky.

PRO OHREV KAPILARY HSV JAKO NOSICE:
POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY

Sterilni miska se 4 jamkami (Nunc 179830, 144444 nebo ekvivalentni) nebo miska na organové kultury (BD Falcon 353037)
Jednorazové rukavice

Transferové pipety

Pinzeta

Stopky nebo ¢asovaé

Nadoba na kapalny dusik

Kapalny dusik

Nuzky, Knipex nebo jiny nastroj k prestfizeni dratl

Kultivagni médium s proteinem, pfed rozmrazovéanim pfedem ekvilibrované na 37 °C v CO, inkubétoru

Inkubator o teploté 37 °C bez CO, nebo ohfivaci stolek
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NAVOD K POUZIT

Slozky soupravy Vit Kit-Thaw (na aplikaci)
+ 250 pl rozmrazovaciho roztoku - TS
+ 50 pl fediciho roztoku - DS
+ 100 pl promyvaciho roztoku - WS

PROTOKOL OHRIVANi

(PRO OOCYTY A EMBRYA):
POZNAMKA: Kroky ohfivani zahmuji ponofeni prostfedku do TS o teploté 37 °C a nasledné fedéni a promyvani v DS a WS pfi
pokojové teploté.
1. Pripravte ohfivaci nadoby (podle schématu pro kapilaru HSV):
+ Pfi teploté 37 °C: Asepticky aplikujte 250 pl roztoku TS do sterilni 4jamkové misky nebo misky na organové kultury a pfed
zahfivanim nejméné na 30 minut vioZte do inkubatoru bez CO, nebo na ohfivaci stolek s teplotou 37 °C.
POZNAMKA: Pro oocyty aplikujte minimainé 1 ml roztoku TS.
Identifikujte kapilaru nebo kapilary HSV skladované v LN,, které se maji rozmrazit, a rychlym pfenesenim do nadoby napinéné LN,
je pfipravte k rozmrazovani.
Nadobu s LN, umistéte pobliz mikroskopu k rychlé manipulaci.
Vyjméte misku s TS z inkubatoru o teploté 37 °C nebo z ohfivaciho stolku, vloZte na stolek mikroskopu a zaostrete na ni mikroskop.
Povytahnéte kapilaru tak, aby se odkryla barevna manipulacni tycinka. Dbejte, aby konec se vzorkem (vzorky) zistal ponofeny v LN,.
Nastrojem Knipex (nebo jinym nastrojem k prestfizeni dratl)) prestiihnéte kapilaru ve vy$ce barevné manipulaéni tycinky. Cerveny
vodi¢ délky fezani na nastroji Knipex nastavte do polohy pro maximalini délku nebo ho odstrarite.
+ Alternativné Ize kapilarou otacet mezi ukazovakem a palcem a pfitom stfihat nizkami, 10 mm pod horni ¢asti barevné manipulacni
tycinky.
7. Jednim rychlym, ale kontrolovanym pohybem rychle uchopte manipulaéni ty&inku a vytahnéte ji z kapilary.
8. Okamzité ponoite kanalek do roztoku TS o teploté 37 °C, jemnym krouzenim dosahnéte odpojeni vzorkl z prostfedku a ponechte
1 minutu.
Kroky 9-12 se musi provadét pfi pokojové teploté (22-27 °C).
+  Pfi pokojové teploté: Asepticky nadavkujte jednu (1) 50ul kapku DS na sterilni Petriho misku.
9. Natéhnéte do transferové pipety trochu DS a na 4 minuty pfeneste vzorek (vzorky) z kapky TS s minimalnim obsahem tohoto roztoku
do kapky DS.
POZNAMKA: Vzorek pii expozici DS zistane smrstény.
BEHEM TETO FAZE PRIPRAVTE DVE 50ul KAPKY WS (WS1 A WS2), VIZ SCHEMA PRO KAPILARU HSV.
10. Na 4 minuty pfeneste vzorek (vzorky) do kapky WS (WS1).
POZNAMKA: Vzorek (vzorky) by mél(y) po 2-3 minutach ve WS znovu expandovat do pévodni velikosti.
11. Potom na 4 minuty vzorek (vzorky) pfeneste do druhé kapky WS (WS2).
12. Pfed dal$i manipulaci pfeneste ohiaty OOCYT (ohraté OOCYTY) do pfedem ekvilibrovaného kultivacniho média s 20% (v/v) dopliikem
proteind (12 mg/ml) pro obnoveni (na 2-3 hodiny, aby se umoznilo opakované vytvoreni vieténka).
Pro ohfaté EMBRYO (EMBRYA) existuji dvé moznosti:
a) Okamzity pfenos do téla pacientky: pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do pfedem ekvilibrovaného pfenosového média s 20% (v/v)
doplitkem proteind (12 mg/ml).
b) Dalsi kultivace: preneste EMBRYO (EMBRYA) do piedem ekvilibrovaného kultivaéniho média s 20% (v/v) dopliikem proteinQ
(12 mg/ml) na dobu 4 hodin pro obnoveni. Po dobé obnoveni pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do kultivaéniho média s 10 % (v/v)
proteinu a pfislu§né inkubujte, dokud neni dosazeno pozadované faze vyvoje pro prenos do téla pacientky.
POZNAMKA: Obnovené oocyty musi byt pro optimalni oplodnéni po vitrifikaci oplodnény pomoci intracytoplazmické spermiové
injekce (ICSI).
PRO OHREV SYSTEMU CRYOLOCK™ JAKO NOSICE:

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY

Sterilni miska se 4 jamkami nebo sterilni malé Petriho misky (35 x 10 mm nebo ekvivalentni)
Jednorazové rukavice

Transferové pipety

Stopky nebo ¢asovac

Nadoba na kapalny dusik

Kapalny dusik

Kultivagni médium s proteinem, pfed rozmrazovéanim pfedem ekvilibrované na 37 °C v CO, inkubatoru
Inkubétor o teploté 37 °C bez CO, nebo ohfivaci stolek

Kleste

NAVOD K POUZITi

Slozky soupravy Vit Kit-Thaw (na aplikaci)
+ 1 ml rozmrazovaciho roztoku - TS
+ 50 pl fediciho roztoku - DS
+ 100 pl promyvaciho roztoku — WS

PROTOKOL OHRIVANI

POZNAMKA: Kroky ohfivani zahrnuji ponofeni prostfedku do TS o teploté 37 °C a nasledné fedéni a promyvani v DS a WS pfi pokojové teploté.

1. Pfipravte rozmrazovaci misku (viz schéma pro systém Cryolock, obr. 1):
+  Priteploté 37 °C: Asepticky nadavkujte minimainé 1 ml TS a ohfivejte na 37 °C v inkubatoru bez CO, nebo na ohfivacim stolku

nejméné 30 minut pfed zahajenim postupu ohfivani.

2. Identifikujte vzorek (vzorky) v systému Cryolock k ohfati a rychlym pfenesenim z kryomraznicky s LN, do manipulaéni nadoby vyplnéné
LN, pfipravte k ohfivani.

3. Manipulaéni nadobu vypinénou LN, umistéte do bezprostfedni blizkosti pracovniho prostoru a stolku mikroskopu, aby bylo zajisténo
nasledné rychlé premisténi z nadoby do TS.

4. Vyjméte misku s TS z inkubatoru o teploté 37 °C nebo z ohfivaciho stolku, vloZte na stolek mikroskopu a zaostfete na ni mikroskop.

N
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5. Klestémi uchopte horni konec téla systému Cryolock tak, aby identifikacni $titek sméfoval nahoru.
Moznost A: Rychle, ale $etrné odstrarite v LN, krytku; otacejte dily, dokud se neuvolni.
‘Moznost B: Rychle vyjméte systém Cryolock z LN, a potom rychle jemnym otoenim odstranite krytku.
POZNAMKA: Laboratof se Fidi vlastnimi postupy a protokoly. MoZnost A neni schvalena k pouziti v USA.
6.  Okamzité ponofte konkavni hrot systému Cryolock se vzorkem (vzorky) smérem nahoru do roztoku TS o teploté 37 °C. Pod mikrosko-
pickou kontrolou Setrné systémem Cryolock pohybujte, dokud se vzorek (vzorky) neuvolni z hrotu.
7. Nechte vzorek (vzorky) celkem 1 minutu v TS.
8.  Tricet (30) sekund po prvnim ponofeni Setrné vzorek (vzorky) pipetujte, pokud plavou, a umistéte na dno TS.
Kroky 9-12 se musi provadét pfi pokojové teploté (22-27 °C).
+  Pri pokojové teploté: Asepticky nadavkujte jednu (1) 50ul kapku DS na sterilni Petriho misku (viz schéma pro systém Cryolock,
obr. 2).
9. Na 4 minuty vzorek (vzorky) pfeneste do DS. Jednou vzorky Setrné pipetujte, abyste zajistili ipIné oplachnuti v DS.
POZNAMKA: Vzorek pfi expozici DS zistane smrétény.
10. Béhem 4minutové expozice DS asepticky nadavkujte dvé (2) 50l kapky WS (WS1, WS2) podle ilustrace na nakresu.
1. Vzorek (vzorky) pokazdé na 4 minuty pfeneste do WS1 a pak WS2.
POZNAMKA: Vzorek (vzorky) by mé&l(y) po 2-3 minutach ve WS znovu expandovat do plvodni velikosti.
12. Pred dal8i manipulaci pfeneste ohfaty OOCYT (ohfaté OOCYTY) do pfedem ekvilibrovaného kultivaéniho média s 20% (v/v) dopliikem
proteind (12 mg/ml) pro obnoveni (na 2-3 hodiny, aby se umoznilo opakované vytvofeni vieténka).
Pro ohfaté EMBRYO (EMBRYA) existuji dvé moZnosti:
a) Okamzity pfenos do téla pacientky: pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do pfedem ekvilibrovaného pfenosového média s 20% (v/v)
dopliikem proteint (12 mg/ml).
b) Dalsi kultivace: pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do pfedem ekvilibrovaného kultivatniho média s 20% (v/v) dopliikem protein(i
(12 mg/ml) na dobu 4 hodin pro obnoveni. Po dobé& obnoveni pfeneste EMBRYO (EMBRYA) do kultivaéniho média s 10 % (v/v)
proteinu a pfislu$né inkubujte, dokud neni dosazeno pozadované faze vyvoje pro pfenos do téla pacientky.
Dal3i informace o pouZiti téchto vyrobku kazda laboratof ziské ve vlastnich laboratornich metodach a protokolech vypracovanych
a optimalizovanych specificky pro jeji konkrétni zdravotnicky program.

POKYNY PRO UCHOVAVANI A STABILITA

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

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

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

BEZPECNOSTNI OPATREN] A VAROVANI

Tento prostiedek je ur€en k pouziti pracovniky Skolenymi v postupech asistované reprodukce. Tyto postupy zahrnuji pouziti, k némuz je tento
prostredek uréen.

Za sledovatelnost prostfedku a dodrzovani platnych statnich pfedpist tykajicich se sledovatelnosti odpovida podle situace zdravotnické
zafizeni, v némz je prostiedek pouZzivan.

Nepouzivejte zadnou lahvicku s roztokem, ktera vykazuje zndmky poSkozeni, netésnosti, Castic, zakaleni nebo zmény zabarveni. Vyrobek
zlikvidujte v souladu s platnymi pfedpisy.

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

Odborn4 literatura aktualné uvadi, ze dlouhodobé Ucinky vitrifikace na oocyty a embrya nejsou dosud znamé.

Nepouzivejte zadnou lahev s poSkozenym sterilnim balenim.

EU: Standardni opatfeni k prevenci infekci nasledkem pouzivani lé¢ivych pfipravki ziskavanych z lidské krve nebo plazmy zahrnuji vybér
darcl, screening jednotlivych darovanych produktl a sdruzené plazmy na pfitomnost specifickych markerd infekci a zafazeni a¢innych
krokd k inaktivaci/odstranéni viri do vyrobniho postupu. Navzdory tomu nelze moznost prenosu infekénich Cinitelt u 1é€ivych pfipravka
ziskavanych z lidské krve nebo plazmy zcela vylou¢it. To se také tyka neznamych ¢i nové objevovanych virl a jinych patogend. U albuminu
vyrabéného zavedenymi postupy podle specifikaci Evropského Iékopisu nebyly hiaseny zadné pripady prokazaného pfenosu virl. Pokazdé,
kdyz je pacientce podano kultivaéni médium ze sortimentu reprodukénich médii FUJIFILM Irvine Scientific, Inc., dirazné doporu¢ujeme
zapsat jeho nazev a Cislo $arze, aby byla zachovana souvztaznost mezi pacientkou a $arzi pfipravku.

USA: Tento vyrobek obsahuje lidsky sérovy albumin (HSA). Lidsky zdrojovy material pouzity k pfipravé tohoto vyrobku byl testovan
soupravami schvalenymi FDA a shled&n nereaktivnim v{¢i protilatkdm proti viru hepatitidy C (HCV) a viru lidské imunodeficience (HIV).
Z4dna zkusebni metoda véak nemize zcela zaruit, Ze pfipravky ziskavané z lidskych zdrojii nejsou infekéni. Proto se vSemi materialy
z lidskych zdrojii zachazejte, jako by u nich byla moznost pfenosu infekce, a zachovavejte obvykla preventivni opatieni. Darci zdrojového
materialu také prodli screeningem na Creutzfeldt-Jakobovu nemoc.

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

REGEL FOR EU: Kun til professionel brug.

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE

Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) er beregnet til brug til optening af vitrificerede humane oocytter (MIl), pronuklezere (PN) zygoter til dag
3 embryoner pé cleavage stadiet og embryoner p blastocyststadiet, som er blevet vitrificeret ved anvendelse af Vitrification Freeze Kit
(katalognr. 90133-SO)

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

Thawing Solution-TS er en HEPES-bufferet oplgsning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat, 1,0 M sakkarose og 20 % (v/v)
Dextran Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS er en HEPES-bufferet oplgsning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat, 0,5 M sakkarose og 20 % (v/v) DSS.
Washing Solution-WS$ er en HEPES-bufferet oplgsning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat og 20 % (v/v) DSS.

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

Disse tre oplgsninger skal anvendes i raekkefalge iht. den trinvise protokol for opvarmning af mikrodraber.
SAMMENSATNING

Salte og ioner Nikotinsyreamid Proteinkilde Prolin Andet
Natriumklorid Pantothensyre Humant serumalbumin Tyrosin Guanin
Natriumfosfat Riboflavin Buffere Alanin Hypoxanthin
Kaliumklorid Pyridoxin Natriumbikarbonat Asparaginsyre Thymin
Magnesiumsulfat Thiamin HEPES Glutaminsyre Uracil
Natriumacetat Biotin I Isoleucin Xanthin
Kalciumklorid Alfa-tokoferol R};;r}gmmr Leucin Adenosin
Ferrinitrat Natriumbisulfit Methionin Adeninsulfat
Kolinklorid Antioxidant Makromolekyler Phenylalanin Deoxyribose
- . P Sakkarose Serin Ribose
Vitaminer og mineraler Glutathion Dextran .
Ascorbinsyre Antibiotikum y Threonin Vand
Aminobenzoesyre Gentamicinsulfat Aminosyrer Tryptofan Af kvalitet til
Calciferol ) Arginin Valin injektionsvaeske

) Energisubstrater Glycin Cystein
Folinsyre ein ¥

ikoti Glukose Histidin Hydroxyprolin
Nikotinsyre itol ‘ )

Inosito Lysin Cystin

KVALITETSSIKRING
Oplgsningerne i Vit Kit-Thaw er membranfiltreret og aseptisk fremstillet iht. validerede procedurer.
Hvert parti Vit Kit-Thaw undergar felgende test:
Oplgsninger:
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.

OPVARMNING AF CRYOTIP SOM BARER:

N@DVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDF@LGER
+ Konnektor (katalognr. 40736) eller adapter
Sterile petriskale (50 X 9 mm, Falcon 351006 eller tilsvarende)
Engangshandsker
Hamilton GASTIGHT® spraite (50 ul, katalognr. 80901)
Transferpipetter (glaspipetter eller mikropipettespidser med en indvendig diameter i spidsen pa ~200 um)
Pincet
«  Stopur eller timer
+ Beholder til 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)
En skarp saks (steril)
37 °C vandbad
Dyrkningsmedium med protein, pres-aekvilibreret til 37 °C i CO,-inkubator inden optgningsproceduren.
+ 37 °C inkubator uden CO, eller varmeplade.
BRUGSANVISNING
Vit Kit-Thaw-komponenter (pr. applikation):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
+ 1 konnektor
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PROTOKOL FOR OPVARMNING
(FOR OOCYTTER OG EMBRYONER):

13.
14.

BEMZARK: Procedurerne skal udfgres ved stuetemperatur (20-27 °C). BRUG IKKE et mikroskop med opvarmet objektbord til
felgende procedurer.
FORSIGTIG: Minimer udszettelse af prover for lys under handtering i opteningsoplesninger.
Bring den meaengde TS, DS og WS, der skal anvendes, til stuetemperatur (20-27 °C) inden opvarmning af de vitrificerede praver.
BEMARK: Undga at bringe hele heetteglassene med TS, DS og WS 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 heetteglassene tilbage til 2-8 °C lige
efter udportionering.
Fyld nitrogenbeholderen med flydende nitrogen (~80 % fuld) og seet den ved siden af den LN,-fryser, der indeholder de praver,
der skal optes.
Fjern kryoholderne med baegre, der indeholder CryoTips med vitrificerede praver, fra opbevaringen i flydende nitrogen, og overfar
dem til beholderen fyldt med flydende nitrogen.
FORSIGTIG: Serg for, at CryoTips forbliver nedsenket i LN, (i beegeret) under overfarsel fra opbevaring til LN,-beholderen for
at forhindre ukontrolleret optening af preverne.
Anbring beholderen teet pa mikroskopet med henblik pa hurtig manipulation.
Saet en etiket med de nadvendige oplysninger pa en steril petriskal (eller laget).
Vend forsigtigt hvert heetteglas med TS, DS og WS op og ned to gange for at blande indholdet inden brug.
Forbered skalen med draber af oplgsning til opvarmningsprotokollen pa felgende made:
Dispenser aseptisk en sekvens af 2 mikrodraber pa et omvendt 1&g af en steril petriskal som vist i figur 1, og placer skalen pa mikro-
skopets objektbord:
+en 50 pl drabe TS
+ en 50 ul drdbe DS
« (To draber WS vil blive sat op senere pa trin 11)
Anbring vandbadet pa 37 °C teet pa mikroskopet. Hav folgende ved handen: En transferpipette og spidser, en steril skarp saks,
en Hamilton-sprejte og sterile servietter.
Brug en pincet (eller tang), og tag den specifikke CryoTip ud af holderen i flydende nitrogen. Nedszenk hurtigt CryoTip i vandbadet
pa 37 °C (> 500 ml), og hvirvl forsigtigt i 3 sekunder for at opvarme (se figur 2) ved +24.000 °C/min.
Dispenser hurtigt indholdet af CryoTip pa felgende made (se figur 3):
+  Tor hurtigt CryoTip med en steril serviet
+ Fjern beskyttelsesmanchetten af metal
+ Bryd forseglingen pa den brede ende af CryoTip ved meerke nr. 4
+ St den brede ende af CryoTip fast pa Hamilton-sprajten eller et passende aspirationsredskab ved hjeelp af en konnektor eller
en adapter.
BEMARK: Loft sprojtestemplet ca. 0,5 tomme (1,3 cm) op, inden sprejten sluttes til konnektoren og CryoTip.
+  Tor forsigtigt den tynde spids med en steril serviet.
+ Hold CryoTip over den forberedte opteningsskal, og bryd hurtigt forseglingen pa meerke nr. 2 for enden af den tynde spids.
Dispenser indholdet af CryoTip som en lille drabe (~ 1 pl) pa et tert omrade i skalen over TS-draben (se figur 4).
BEM/ERK: UNDGA DANNELSE AF BOBLER, NAR INDHOLDET DISPENSERES.
Lad TS-draben flyde sammen med CryoTip-indholdet, og tillad gradvis blanding i 1 minut (se figur 4).
Bemeerk: Praverne vil skrumpe og flyde op til toppen af draben.
BEMZRK: Efter hver overfersel af preven/praverne skal overskydende veaeske pustes ud af transferpipetten, og noget oplesning fra
den naeste drabe skal treekkes op inden naeste manipulation. Undga dannelse af bobler under overfarslerne.
Traek noget DS op i transferpipetten, og overfer prgven/praverne fra TS-draben med minimal volumen til draben af DS i 4 minutter.
BEMZARK: Prgven forbliver indskrumpet under eksponering for DS.
PA DETTE TIDSPUNKT ANBRINGES DE TO 50 ul DRABER AF WS (WS1, WS2), SOM VIST | FIGUR 4.
Overfar proven/proverne til draben af WS (WS1) i 4 minutter.
BEMZRK: Prgven/proverne skal igen udvide sig til den oprindelige starrelse inden for 2-3 minutter i WS.
Overfar derefter preven/praverne til den anden drabe af WS (WS2) i 4 minutter.
Overfor opvarmet/opvarmede OOCYT(TER) il prae-ekvilibreret dyrkningsmedium med 20 % (v/v) proteintilskud eller 12 mg/ml for
restitution (2-3 timer for at give tid til gendannelse af spindlen) forud for videre manipulation
Der er to muligheder for opvarmet/opvarmede EMBRYON(ER):
a) Foromgaende overfersel il patient: Overfar EMBRYON(ER) til pree-ekvilibreret 'overfarselsmedium’ med 20 % (v/v) proteintilskud
eller 12 mg/ml.
b) For yderligere dyrkning: Overfar EMBRYON(ER) il prae-aekvilibreret dyrkningsmedium med 20 % (v/v) proteintilskud eller 12 mg/ml
med henblik pa en restitutionsperiode pa 4 timer. Efter restitutionsperioden overferes EMBRYONET/EMBRYONERNE til dyrknings-
medium med 10 % (v/v) protein, og der inkuberes, indtil det enskede udviklingsstadie for overfarsel til patient er naet.

OPVARMNING AF HSV-KOMPONENTEN SOM BARER:
N@DVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDF@LGER

Steril skal med 4 brgnde (Nunc 179830, 144444 eller tilsvarende) eller skal til veevsdyrkning (BD Falcon 353037)
Engangshandsker

Transferpipetter

Pincet

Stopur eller timer

Beholder til flydende nitrogen

Flydende nitrogen

Saks, Knipex-tang eller andet skeereveerktgj til trad

Dyrkningsmedium med protein, pree-gekvilibreret til 37 °C i CO,-inkubator inden opteningsproceduren

37 °C inkubator uden CO, eller varmeplade
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BRUGSANVISNING
Vit Kit-Thaw-komponenter (pr. applikation)

+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

PROTOKOL FOR OPVARMNING
(FOR OOCYTTER OG EMBRYONER):

N

oo~ w

7.
8.

BEMZARK: Opvarmningstrinnene inkluderer nedsaenkning af produktet i den 37 °C varme TS og efterfglgende fortynding og oprensning

i DS og WS ved stuetemperatur.

Seet opvarmningsskale op (som vist pa diagrammet over HSV-komponenten):

+ Ved 37 °C: Brug aseptisk teknik og dispenser 250 pl TS i en steril skal med 4 brende eller en dyrkningsskal, og placer denien 37 °C
inkubator uden CO, eller pa en varmeplade mindst 30 minutter far opvarmningsproceduren

BEMZRK: For oocytter dispenseres mindst 1 ml TS

Identificer de(t) HSV-stra, der skal opvarmes, fra opbevaring i LN,, og overfar dem hurtigt til beholderen fyldt med LN, som klargering

for opteningsproceduren.

Anbring LN,-beholderen test pa mikroskopet med henblik pa efterfalgende hurtig manipulation.

Fjern skalen med TS fra den 37 °C varme inkubator eller varmeplade, og saet den i fokus pa objektbordet pa mikroskopet.

Loft stréet nok til, at den farvede handteringsstav eksponeres. Serg for, at enden med praven/praverne forbliver nedsaenket i LN,.

Brug en Knipex-tang (eller andet skaereveerktej til trad) til at klippe straet over pa hgjde med den farvede handteringsstav. Den rade

skeereleengdevejledning pa Knipex-tangen skal enten stilles til maksimal leengde eller fiernes.

+ Brug alternativt fingrene til at dreje straet, mens der laves klippebeveegelser med saksen 10 mm under toppen af den farvede
handteringsstav.

Tag med en hurtig, men kontrolleret beveegelse fat om handteringsstaven, og treek den ud af straet.

Laeg straks enden med preverne ned i 37 °C TS og hvirvl den forsigtigt rundt for at lasne preverne fra komponenten. Lad den blive

i 1 minut.

Trin 9-12 skal udferes ved stuetemperatur (22-27 °C).

9.

1.
12.

+ Ved stuetemperatur: Dispenser aseptisk en (1) 50 ul drabe DS pa en steril petriskal

Treek noget DS op i transferpipetten, og overfar preven/praverne fra TS-draben med minimal volumen til draben af DS i 4 minutter.

BEMZARK: Praven forbliver indskrumpet under eksponering for DS.

PA DETTE TIDSPUNKT ANBRINGES DE TO 50 ul DRABER AF WS (WS1, WS2) SOM VIST | DIAGRAMMET OVER

HSV-KOMPONENTEN.

Overfar praven/praverne til draben af WS (WS1) i 4 minutter.

BEMZRK: Prgven/praverne skal igen udvide sig til den oprindelige starrelse inden for 2-3 minutter i WS.

Overfer derefter praven/praverne til den anden drabe af WS (WS2) i 4 minutter.

Overfgr opvarmet/opvarmede OOCYT(TER) til pree-ekvilibreret dyrkningsmedium med 20 % (v/v) proteintilskud eller 12 mg/ml for

restitution (2-3 timer for at give tid til gendannelse af spindlen) forud for videre manipulation

Der er to muligheder for opvarmet/opvarmede EMBRYON(ER):

a) Foromgaende overfarsel til patient: Overfor EMBRYON(ER) til prae-ekvilibreret ‘overfarselsmedium’ med 20 % (v/v) proteintilskud
eller 12 mg/ml.

b) For yderligere dyrkning: Overfor EMBRYON(ER) til prae-aekvilibreret dyrkningsmedium med 20 % (v/v) proteintilskud eller 12 mg/ml
med henblik pa en restitutionsperiode pa 4 timer. Efter restitutionsperioden overferes EMBRYONET/EMBRYONERNE til dyrknings-
medium med 10 % (v/v) protein, og der inkuberes, indtil det enskede udviklingsstadie for overfersel til patient er naet.

BEMZRK: Restituerede oocytter skal fertiliseres vha. intracytoplasmatisk sperminjektion (ICSI) for optimal fertilisering efter vitrifikation.

OPVARMNING AF CRYOLOCK™ SOM BARER:
N@DVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDF@LGER

Steril skal med 4 bregnde eller sterile sma petriskale (35 X 10 mm eller tilsvarende)

Engangshandsker

Transferpipetter

Stopur eller timer

Beholder til flydende nitrogen

Flydende nitrogen

Dyrkningsmedium med protein, pree-gekvilibreret til 37 °C i CO,-inkubator inden opteningsproceduren
37 °C inkubator uden CO, eller varmeplade

Pincet

BRUGSANVISNING
Vit Kit-Thaw-komponenter (pr. applikation)

+ 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

PROTOKOL FOR OPVARMNING
BEMARK: Opvarmningstrinnene inkluderer nedszankning af produktet i den 37 °C varme TS og efterfalgende fortynding og oprensning
i DS og WS ved stuetemperatur.

1.

Saet opteningsskalen op (som vist i diagrammet over Cryolock, figur 1):

+ Ved 37 °C: Dispenser aseptisk mindst 1 ml TS, og opvarm til 37 °C i en inkubator uden CO, eller p& en varmeplade i mindst
30 minutter inden start af opvarmningsproceduren.

Identificer de(n) Cryolock-prave(r), der skal opvarmes, og overfgr den/dem hurtigt fra LN,-opbevaring til en midlertidig beholder fyldt

med LN, som forberedelse til opvarmningsproceduren.

Anbring den midlertidige LN,-fyldte beholder taet pa mikroskopets arbejdsomrade og objektbord med henblik p& hurtig manipulation

fra beholderen til TS.

Fjern skalen med TS fra den 37 °C varme inkubator eller varmeplade, og saet den i fokus pa objektbordet pa mikroskopet.
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5. Brug pincet til at holde den gvre ende af Cryolock-legemet med identifikationsmaerket vendende opad.
Mulighed A: Fiern hurtigt, men forsigtigt Iaget under LN,, og drej delene, indtil de adskilles.
Mulighed B: Tag hurtigt Cryolock ud af LN,, og fiern sa hurtigt Iaget med en forsigtig drejning.
BEMZRK: Fglg laboratoriets egne procedurer og protokoller. Mulighed A er ikke godkendt til brug i USA.
6. Nedsenk omgaende Cryolocks konkave spids i den 37 °C TS med praven/preverne vendende opad. Flyt forsigtigt Cryolock under
observation med mikroskop, indtil praven/preverne frigeres fra spidsen.
7. Lad preven/preverne vaere i TS i samlet 1 minut.
8.  Tredive (30) sekunder efter den forste nedseenkning pipetteres praven/praverne forsigtigt, hvis de flyder, og placeres pa bunden af TS.
Trin 9-12 skal udferes ved stuetemperatur (22-27 °C).
+ Ved stuetemperatur: Dispenser aseptisk en (1) 50 ul drabe DS pa en steril petriskal (se diagrammet over Cryolock, figur 2).
9. Overfor praven/praverne til DS i 4 minutter. Pipetter proverne forsigtigt en gang for at sikre fuldstaendig skylning i DS.
BEMZRK: Prgven forbliver indskrumpet under eksponering for DS.
10.  Under de 4 minutters eksponering i DS dispenseres to (2) 50 pl draber WS (WS1, WS2) aseptisk som vist i diagrammet
11. Overfer praven/prgverne til WS1 og derefter WS2, 4 minutter i hver, uforstyrret.
BEMZRK: Prgven/proverne skal igen udvide sig til den oprindelige starrelse inden for 2-3 minutter i WS.
12.  Overfor opvarmet/opvarmede OOCYT(TER) il prae-ekvilibreret dyrkningsmedium med 20 % (v/v) proteintilskud eller 12 mg/ml for
restitution (2-3 timer for at give tid til gendannelse af spindlen) forud for videre manipulation
Der er to muligheder for opvarmet/opvarmede EMBRYON(ER):

a) Foromgaende overfersel il patient: Overfar EMBRYON(ER) til pree-ekvilibreret 'overfarselsmedium’ med 20 % (v/v) proteintilskud
eller 12 mg/ml.

B) For yderligere dyrkning: Overfar EMBRYON(ER) il prae-aekvilibreret dyrkningsmedium med 20 % (v/v) proteintilskud eller 12 mg/mi
med henblik pa en restitutionsperiode pa 4 timer. Efter restitutionsperioden overferes EMBRYONET/EMBRYONERNE til dyrknings-
medium med 10 % (v/v) protein, og der inkuberes, indtil det enskede udviklingsstadie for overfarsel til patient er naet.

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

ANVISNINGER FOR OPBEVARING OG STABILITET

Uabnede heetteglas opbevares ved 2-8 °C. Nar Vitrification Thaw Kit-oplasninger opbevares som anvist, er de stabile indtil udlgbsdatoen
pa haetteglassenes 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.

Anvend ikke et heetteglas med oplasning, der er beskadiget, leekker, indeholder partikler, er uklart eller har skiftet farve. Bortskaf produktet
iht. geeldende 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 laeegemidler tilberedt ud fra humant blod eller plasma,
inkluderer udveelgelse af donorer, screening af individuelle donationer og plasmapools for specifikke infektionsmarkerer og inklusion
af effektive fremstillingsprocedurer mhp. inaktivering/fiernelse af vira. Pa trods af dette kan risikoen for overfersel af smittefarlige stoffer
ikke helt udelukkes ved administration af leegemidler, der er tilberedt ud fra humant blod eller plasma. Dette gaelder ogsa for ukendte eller
nyfremkomne vira og andre patogener. Der foreligger ingen rapporter om dokumenterede virusoverfersler med albumin fremstillet ifglge
specifikationerne i Den Europzeiske Farmakopé ved hjelp af etablerede processer. Det anbefales kraftigt at registrere produktets navn
og batchnummer, hver gang der administreres et dyrkningsmedium fra reproduktionsmedieprodukter fra FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. 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 (fadevare- 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 ammattikayttoon.

KAYTTOAIHE
Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) on tarkoitettu kaytettévaksi Vitrification Freeze Kit -pakkausta (tuotenro 90133-SO) kayttéen vitrifikoitujen
oosyyttien (MIl), pronukleaaristen tsygoottien (paivan 3 jakautumisvaiheen alkioihin asti) ja blastokystavaiheen alkioiden sulattamiseen.

LAITTEEN KUVAUS

Thawing Solution-TS on HEPES-puskuroitu liuos Medium-199-elatusainetta, joka sisaltdd gentamysiinisulfaattia, 1,0 M sakkaroosia ja 20 %
(tilavuusttilavuus) Dextran Serum Supplement (DSS) -liuosta.

Dilution Solution-DS on HEPES-puskuroitu liuos Medium-199-elatusainetta, joka siséltdé gentamysiinisulfaattia, 0,5 M sakkaroosia ja 20 %
(tilavuusttilavuus) DSS-liuosta.

Washing Solution-WS on HEPES-puskuroitu liuos Medium-199-elatusainetta, joka sisaltda gentamysiinisulfaattia ja 20 % (tilavuus/tilavuus)
DSS-liuosta.

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

Néité kolmea liuosta kaytetadn perakkain asteittaisen mikropisaraldmmitysmenetelman mukaan.

KOOSTUMUS
Suolat ja ionit nikotiinihappoamidi Proteiinin l&hde proliini Muut
natriumkloridi pantoteenihappo ihmisen seerumialbumiini  tyrosiini guaniini
natriumfosfaatti riboflaviini Puskurit alaniini hypoksantiini
kaliumkloridi ) pyridoksiini natriumbikarbonaatti asparagiinihappo tymiini
magnesiumsulfaatti Egm!ml HEPES _glultam|_|_n|_happo Erasu_l! )
natriumasetaatti iotiini P~ . isoleusiini santiini
kalsiumkloridi alfatokoferoli fe'}']'(;rl}dﬂ(r?:no” leusiini adenosiini
rautanitraatti natriumbisulfiitti P . metioniini adeniinisulfaatti
koliinikloridi Antioksidanti Mﬂkfomolek lit fenyylialaniini deoksiriboosi
Vitamiinit ja mineraalit glutationi za aroost seriini riboosi
o I ekstraani treoniini i

askorbiinihappo Antibiootti ) ) Vesi
aminobentsoiinihappo  gentamysiinisulfaatti Aminohapot tryptofaani injektionesteisiin
kalsiferoli ) ) arginiini valiini tarkoitetun veden

" Energiasubstraatit lysiini kysteiini h
foolihappo lukoosi glysiini Y o laatuinen
nikotiinihappo gluxoosi histidiini hydroksiproliini

inositoli lysiini kystini

LAADUNVARMENNUS

Vit Kit-Thaw -pakkauksen liuokset ovat kalvosuodatettuja ja validoitujen valmistusmenetelmien mukaisesti aseptisesti késiteltyja.
Jokaiselle Vit Kit-Thaw -erélle tehdaan seuraavat testit:
Liuokset:
endotoksiini Limulus Amebocyte Lysate (LAL) -menetelméalla (< 0,6 EU/ml)
hiiren alkiomaaritys (yksi solu) (laajenee = 80-prosenttisesti blastokysteiksi)
steriliteetti nykyiselld USP-steriliteettikokeella <71> (1apaissyt).
Kaikki koetulokset ilmoitetaan erakohtaisesti analyysitodistuksella, joka on pyynndsté saatavissa.

KANTAJANA OLEVAN CRYOTIPIN LAMMITTAMINEN:

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA El TOIMITETA MUKANA
« Liitin (tuotenro 40736) tai sovitin
+  Steriileja petrimaljoja (50 X 9 mm, Falcon 351006 tai vastaava)
« Kertakayttokasineita
+ Hamilton GASTIGHT® -ruisku (50 pl) tuotenro 80901
+ Siirtopipetteja (vedettyja lasipipetteja tai mikropipettikarkid, joiden karjen sisalapimitta on noin 200 pm)
*  Pinsetit
*  Sekuntikello tai ajastin
+ Nestetyppisailio (Dewar-astia tai kannellinen styroksiastia, tilavuus 1-2 1)
+  Nestetypped (riittdva maara 4 tuuman [10 cm:n] syvyyden saavuttamiseksi sailiossa)
+  Terdvat sakset (steriilit)
+ 37 °C:nvesihaude
+ Elatusainetta, joka siséltaa proteiinia, esitasapainotettu 37 °C:seen CO,-lamptkaapissa ennen sulatustoimenpidetta
+ 37 °C:n lampdkaappi iiman CO,;:ta tai lammittéavé alusta
KAYTTOOHJEET
Vit Kit-Thaw -ainesosat (kéyttdkertaa kohden):
+ 50 pl Thawing Solution-TS -liuosta
+ 50 pl Dilution Solution-DS -liuosta
+ 100 pl Washing Solution-WS -liuosta
+ 1liitin
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LAMMITYSMENETELMA
(OOSYYTEILLE JA ALKIOILLE):

o

13.
14.

HUOMAUTUS: Toimenpiteet on tehtédvé huoneenldmmdssé (20-27 °C). Seuraaviin toimenpiteisiin EI SAA kayttdd kuumennettua
mikroskooppialustaa.
VAROITUS: Minimoi naytteen altistuminen valolle sulatusliuoksissa késittelyn yhteydessa.
Saata kéytettdva maara TS-, DS- ja WS-liuoksia huoneenldmpdiseksi (20-27 °C) ennen vitrifioitujen naytteiden lammittamista.
HUOMAUTUS: Valta koko TS-, DS- ja WS-pullojen saattamista huoneenldmpoisiksi toistuvasti, silloin kun kullakin kayttokerralla
tarvitaan vain pieni maara liuosta. On parempi ottaa yksi erd, joka kéytetaan, ja palauttaa pullot 2-8 °C:n lampétilaan heti erdn
ottamisen jélkeen.
Tayté nestetyppisailio nestetypelld (~80 % tayteen) ja aseta se lahelle nestetyppipakastinta, jossa sulatettavia naytteita séilytetaan.
Poista kryoputkipidikkeet ja kryoputkiastiat, joissa on CryoTip-kapillaaripillit ja vitrifioidut naytteet, nestetyppisailytyksesté ja siirra
ne nestetypelld taytettyyn sailiéon.
VAROITUS: Varmista, etté CryoTip-kapillaaripillit pysyvét upotettuina nestetyppeen (kryoputkiastiassa), kun ne siirretaan séilytyksestéa
nestetyppisailioon, jotta naytteet eivét padse sulamaan hallitsemattomasti.
Aseta séilio mikroskoopin lahelle nopeaa késittelya varten.
Merkitse steriili petrimalja (tai kansi) tarvittavilla tiedoilla.
Ké&énna varovasti kutakin TS-, DS- ja WS-pulloa kaksi kertaa siséllén sekoittamiseksi ennen kayttod.
Valmistele malja liuospisaroilla Iammitysmenetelméa varten seuraavasti:
Jaa aseptisesti 2 mikropisaraa steriilin petrimaljan kaannetylle kannelle, kuten kuvassa 1, ja aseta kansi mikroskooppialustalle:
* yksi 50 pl:n pisara TS-liuosta
« yksi 50 pl:n pisara DS-liuosta
« (kaksi pisaraa WS-liuosta asetetaan myéhemmin vaiheessa 11).
Aseta 37 °C:n vesihaude lahelle mikroskooppia. Varmista, ettd seuraavat ovat ulottuvilla: siirtopipetti ja kérjet, steriilit teravat sakset,
Hamilton-ruisku ja steriilipyyhkeité.
Poimi pinseteillé (tai pihdeilld) tietty CryoTip nestetypessé olevasta kryoputkipidikkeesta, upota CryoTip nopeasti 37 °C:n vesihauteeseen
(=500 ml) ja pyorita sita kevyesti 3 sekunnin ajan sen lammittdmiseksi (ks. kuva 2) nopeudella 24 000 °C/min.
Tthenna CryoTip-kapillaaripillin siséltd nopeasti seuraavalla tavalla (ks. kuva 3):
Pyyhi CryoTip nopeasti kuivaksi steriililla pyyhkeella.
+ Poista metallinen suojaholkki.
+ Leikkaa CryoTipin leveédssa paéassa merkin 4 kohdalla oleva saumaus.
+ Liitd CryoTip-kapillaaripillin leved p&a tiukasti paikalleen Hamilton-ruiskuun tai soveltuvaan aspirointivalineeseen liittimen tai
sovittimen avulla.
HUOMAUTUS: Nosta ruiskun méntaa noin 0,5 tuumaa (1,3 cm) ennen kuin kiinnitét ruiskun liittimeen ja CryoTip-kapillaaripilliin.
+  Pyyhi ohut kérki varovasti kuivaksi steriililla pyyhkeella.
+ Pid& CryoTip-kapillaaripillia valmistellun sulatusastian paalla, leikkaa nopeasti saumaus ohuen kérjen merkin 2 kohdalta ja tyhjenna
CryoTip-pillin sisaltd pienena pisarana (~1 pl) maljan kuivaan osaan TS-pisaran ylapuolelle (ks. kuva 4).
HUOMAUTUS: VALTA KUPLIEN MUODOSTUMISTA SISALLON TYHJENTAMISEN AIKANA.
Yhdisté TS-pisara CryoTip-kapillaaripillin siséllon kanssa ja anna niiden sekoittua véhitellen 1 minuutin ajan (ks. kuva 4).
Huomautus: Naytteet kutistuvat ja nousevat pisaran pinnalle.
HUOMAUTUS: Puhalla siirtopipettiin mahdollisesti jaljelle jaanyt neste ulos kunkin naytteen siirron jalkeen ja veda hieman liuosta
seuraavasta pisarasta ennen seuraavaa kasittelyd. Valta kuplien muodostumista siirtojen aikana.
Veda hieman DS-liuosta siirtopipettiin ja siirrd naytteet mahdollisimman pienessa méaarassa TS-pisarasta DS-pisaraan 4 minuutin ajaksi.
HUOMAUTUS: Néyte pysyy kutistuneena DS-liuokselle altistumisen ajan.
VALMISTELE TANA AIKANA KAKSI 50 pl:n WS-PISARAA (WS1, WS2) KUVASSA 4 ESITETYLLA TAVALLA.
Siirra naytteet WS-pisaraan (WS1) 4 minuutin ajaksi.
HUOMAUTUS: Néytteiden pitdisi laajentua uudelleen alkuperaiseen kokoon 2-3 minuutin WS-liuoksessa olemisen aikana.
Siirra sitten naytteet toiseen WS-pisaraan (WS2) 4 minuutin ajaksi.
Siirra lammitetyt OOSYYTIT esitasapainotettuun viljelyelatusaineeseen, johon on lisatty 20 %:n (tilavuus/tilavuus) proteiinitdydennys
tai 12 mg/ml toipumista varten (2-3 tuntia, jotta sukkula ehtii muodostua uudelleen), ennen seuraavia kasittelyja.
Lammitetyille ALKIOILLE on kaksi vaihtoehtoa:
a) Vilitdnta potilaaseen siirtdmisté varten: siirrd ALKIO(T) esitasapainotettuun siirtoelatusaineeseen, joka sisaltda 20 %:n (tilavuus/
tilavuus) proteiinitdydennyksen tai 12 mg/ml.
b) Jatkoviljelya varten: siirra ALKIO(T) esitasapainotettuun viljelyelatusaineeseen, joka siséltdd 20 %:n (tilavuus/tilavuus)
proteiinitdydennyksen tai 12 mg/ml, 4 tunnin toipumisjakson ajaksi. Siirra toipumisjakson jalkeen ALKIO(T) viljelyelatusaineeseen,
joka siséltaa 10 % (tilavuus/tilavuus) proteiinia, ja inkuboi, kunnes on saavutettu haluttu kehitysvaihe potilaaseen siirtémisté varten.

KANTAJANA OLEVAN HSV-LAITTEEN LAMMITTAMINEN:
TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA EI TOIMITETA MUKANA

Steriili 4-kuoppainen malja (Nunc 179830, 144444 tai vastaava) tai elinvilielymalja (BD Falcon 353037)
Kertakayttokasineita

Siirtopipetteja

Pinsetit

Sekuntikello tai ajastin

Nestetyppiséilio

Nestetyppeéd

Sakset, Knipex tai muu lankaleikkuri

Elatusainetta, joka sisaltaa proteiinia, esitasapainotettu 37 °C:seen CO,-lampdkaapissa ennen sulatustoimenpidetté
37 °C:n lampdkaappi ilman CO, ta tai lammittéva alusta

KAYTTOOHJEET
Vit Kit-Thaw -ainesosat (kéyttokertaa varten)

250 pl Thawing Solution-TS -liuosta
+ 50 pl Dilution Solution-DS -liuosta
+ 100 pl Washing Solution-WS -liuosta
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LAMMITYSMENETELMA

(OOSYYTEILLE JA ALKIOILLE):
HUOMAUTUS: Lammitysvaiheet siséltavét laitteen upottamisen 37 °C:n TS-liuokseen ja sen jalkeen laimentamisen ja pesemisen
DS- ja WS-liuoksella huoneenlammadssa.

1. Valmistele lammitysmaljat (HSV-laitteen kaaviokuvassa naytetylld tavalla):

+ 37°C:ssa: Jaa aseptisesti 250 pl TS-liuosta steriilille 4-kuoppaiselle levylle tai elinviljelymaljaan ja aseta se 37 °C:n lampékaappiin,
jossa ei ole CO,ta, tai lammitysalustalle vahintaan 30 minuuttia ennen lammitystoimenpidettd.

HUOMAUTUS: Annostele oosyyteille vahintaan 1 ml TS-liuosta.

2. Valitse lammitettavéat HSV Straw -kapillaaripillit nestetyppisdilytyksestd ja siirré ne nopeasti nestetypellé taytettyyn séilioén valmisteluna
sulatustoimenpidetté varten.

3. Aseta nestetyppisailio mikroskoopin lahelle mydhempéaé nopeaa kasittelya varten.

4. Poista TS-malja 37 °C:n ldmpdkaapista tai lammitysalustasta ja aseta mikroskooppialustan paalle fokukseen.

5. Nosta kapillaaripillié tarpeeksi saadaksesi esiin vérillisen kasittelysauvan. Varmista, etté loppupéé, jossa néyte on, pysyy nestetypen
sisalla.

6. Leikkaa Knipexilld (tai muulla lankaleikkurilla) kapillaaripilli varillisen k&sittelysauvan korkeudelta. Knipexissé oleva punainen
leikkauspituuden ohjain tulisi asettaa enimmaispituuden asentoon tai poistaa.

+ Vaihtoehtoisesti voit pydrittad kapillaaripillia sormilla ja peukalolla ja leikata samalla saksilla 10 mm vérillisen kasittelysauvan
ylareunan alapuolelta.

7. Kéyta yhtd nopeaa, mutta hallittua liiketta ja tartu nopeasti kasittelysauvaan ja veda se ulos kapillaaripillista.
8. Upota heti naytteen sisaltava ura TS-liuokseen (37 °C) ja pydrita varovasti irrottaaksesi naytteet laitteesta. Jata se 1 minuutiksi.
Vaiheet 9-12 on tehtéva huoneenlamméssa (22-27 °C).

+  Huoneenldmmdssa: Jaa aseptisesti yksi (1) 50 pl:n pisara DS-liuosta steriilille petrimaljalle.

9. Veda hieman DS-liuosta siirtopipettiin ja siirré naytteet mahdollisimman pienessé maarassa TS-pisarasta DS-pisaraan 4 minuutin ajaksi.

HUOMAUTUS: Néyte pysyy kutistuneena DS-liuokselle altistumisen ajan.

VALMISTELE TANA AIKANA KAKSI 50 pl:n WS-PISARAA (WS1, WS2) HSV-LAITTEEN KAAVIOKUVASSA ESITETYLLA TAVALLA.

10. Siirra ndytteet WS-pisaraan (WS1) 4 minuutin ajaksi.
HUOMAUTUS: Néaytteiden pitdisi laajentua uudelleen alkuperaiseen kokoon 2-3 minuutin WS-liuoksessa olemisen aikana.

11, Siirrd sitten ndytteet toiseen WS-pisaraan (WS2) 4 minuutin ajaksi.

12. Siirra lammitetyt OOSYYTIT esitasapainotettuun viljelyelatusaineeseen, johon on lisatty 20 %:n (tilavuus/tilavuus) proteiinitdydennys
tai 12 mg/ml toipumista varten (2-3 tuntia, jotta sukkula ehtii muodostua uudelleen), ennen seuraavia kasittelyja.

Lammitetyille ALKIOILLE on kaksi vaihtoehtoa:

a) Valitonta potilaaseen siirtdmisté varten: siirrd ALKIO(T) esitasapainotettuun siirtoelatusaineeseen, joka sisaltaa 20 %:n (tilavuus/
tilavuus) proteiinitaydennyksen tai 12 mg/ml.

b) Jatkoviljelya varten: siirrd ALKIO(T) esitasapainotettuun viljelyelatusaineeseen, joka siséltdd 20 %:n (tilavuus/tilavuus)
proteiinitdydennyksen tai 12 mg/ml, 4 tunnin toipumisjakson ajaksi. Siirré toipumisjakson jélkeen ALKIO(T) viljelyelatusaineeseen,
joka siséltaa 10 % (tilavuus/tilavuus) proteiinia, ja inkuboi, kunnes on saavutettu haluttu kehitysvaihe potilaaseen siirtémisté varten.

HUOMAUTUS: Toipuneet oosyytit on hedelmditettdva kdyttden mikrohedelmditysta optimaalisen tuloksen aikaansaamiseksi vitrifi-

kaation jalkeen.

KANTAJANA OLEVAN CRYOLOCK™-LAITTEEN LAMMITTAMINEN:

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA EI TOIMITETA MUKANA

+  Steriili 4-kuoppainen malja tai steriileja pienid petrimaljoja (35 X 10 mm tai vastaava)

Kertakayttokasineita

Siirtopipetteja

Sekuntikello tai ajastin

Nestetyppisdilio

Nestetypped

Elatusainetta, joka sisaltaa proteiinia, esitasapainotettu 37 °C:seen CO,-lampdkaapissa ennen sulatustoimenpidetté
37 °C:n lampdkaappi ilman CO, ta tai lammittéva alusta

Atulat

KAYTTOOHJEET

Vit Kit-Thaw -ainesosat (kéyttokertaa varten)
+ 1 ml Thawing Solution-TS -liuosta
+ 50 pl Dilution Solution-DS -liuosta
+ 100 pl Washing Solution-WS -liuosta

LAMMITYSMENETELMA
HUOMAUTUS: Lammitysvaiheet siséltavat laitteen upottamisen 37 °C:n TS-liuokseen ja sen jélkeen laimentamisen ja pesemisen DS- ja
WS-liuoksella huoneenldmméssa.
1. Valmistele sulatusmalja (kuten Cryolock-kaaviossa, kuva 1):
+ 37°C:ssa: Jaa aseptisesti 1 ml:n minimitilavuus TS-liuosta ja lammité 37 °C:seen lampdkaapissa, jossa ei ole CO,ta, tai [ammitys-
alustalla vahinta&n 30 minuutin ajan ennen lammitystoimenpiteen aloittamista.
2. Valitse lammitettévét Cryolock-néytteet ja siirré ne nopeasti nestetyppiséilytyksesta nestetypelld taytettyyn pitoséilioén valmisteluna
lammitystoimenpidetta varten.
3. Aseta nestetypella taytetty pitosailio tydskentelyalueen ja mikroskooppialustan lahelle, jotta voit tehdéd seuraavan kasittelyn sailiosta
TS-liuokseen nopeasti.
4. Poista TS-malja 37 °C:n lampdkaapista tai lammitysalustasta ja aseta mikroskooppialustan paélle fokukseen.
5. Pida atuloilla kiinni Cryolock-laitteen rungon ylapéaésta niin, etta nimitarra on yléspain.
Vaihtoehto A: Poista korkki nopeasti mutta varovasti nestetypessa kaantamélla osia, kunnes ne irtoavat
Vaihtoehto B: Ota Cryolock nopeasti pois nestetypesta ja poista sitten korkki nopeasti kaantamalla sita varovasti.
HUOMAUTUS: Laboratorion on katsottava viitteeksi omia laboratoriokdyténté- ja protokollaohjeitaan. Vaihtoehtoa A ei ole hyvéksytty
kéytettavaksi Yhdysvalloissa.
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6.  Upota heti Cryolock-laitteen kovera kérki niin, etté néytteet ovat ylospain, 37 °C:n TS-liuokseen. Liikuta Cryolock-laitetta varovasti
mikroskooppitarkkailussa, kunnes néytteet vapautuvat karjesta.

7. Jata naytteet yhteensd 1 minuutiksi TS-liuokseen.

8.  Jos néytteet kelluvat, pipetoi niité varovasti kolmekymmenta (30) sekuntia ensimméisen upotuksen jélkeen ja aseta ne TS-liuoksen
pohjalle.

Vaiheet 9-12 on tehtava huoneenldmmdssé (22-27 °C).

+ Huoneenldammdssa: Jaa aseptisesti yksi (1) 50 pl:n pisara DS-liuosta steriilille petrimaljalle (ks. Cryolock-kaaviota, kuva 2).

9.  Siirra naytteet DS-liuokseen 4 minuutin ajaksi. Pipetoi néytteité varovasti kerran, jotta tdydellinen huuhtelu DS-liuoksessa varmistetaan.

HUOMAUTUS: Néyte pysyy kutistuneena DS-liuokselle altistumisen ajan.

10. Kun 4 minuutin DS-liuokselle altistaminen on kdynnissa, jaa aseptisesti kaksi (2) 50 pl:n pisaraa WS-liuoksia (WS1, WS2) kuten
kaavakuvassa.

11, Siirrd naytteet WS1:een, sitten WS2:een (4 minuutiksi kumpaankin), ala liikuta tai hairitse naytteita.

HUOMAUTUS: Néytteiden pitdisi laajentua uudelleen alkuperéiseen kokoon 2-3 minuutin WS-liuoksessa olemisen aikana.

12.  Siirra lammitetyt OOSYYTIT esitasapainotettuun viljelyelatusaineeseen, johon on lisatty 20 %:n (tilavuus/tilavuus) proteiinitdydennys
tai 12 mg/ml toipumista varten (2-3 tuntia, jotta sukkula ehtii muodostua uudelleen), ennen seuraavia késittelyja.

Lammitetyille ALKIOILLE on kaksi vaihtoehtoa:

a) Valitonta potilaaseen siirtamista varten: siirra ALKIO(T) esitasapainotettuun siirtoelatusaineeseen, joka sisaltaa 20 %:n (tilavuus/
tilavuus) proteiinitaydennyksen tai 12 mg/ml.

b) Jatkoviljelya varten: siirrd ALKIO(T) esitasapainotettuun viljelyelatusaineeseen, joka sisaltdd 20 %:n (tilavuus/tilavuus)
proteiinitdydennyksen tai 12 mg/ml, 4 tunnin toipumisjakson ajaksi. Siirré toipumisjakson jélkeen ALKIO(T) viljelyelatusaineeseen,
joka sisaltaa 10 % (tilavuus/tilavuus) proteiinia, ja inkuboi, kunnes on saavutettu haluttu kehitysvaihe potilaaseen siirtamista varten.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisdohjeet nédiden tuotteiden kéytt6a varten omista laboratoriokdytantd- ja protokollaohjeistaan, jotka
on kehitetty ja optimoitu nimenomaan laboratorion omaa terveydenhuolto-ohjelmaa varten.

SAILYTYSOHJEET JA STABIILIUS

Sailytd avaamattomat pullot jadkaapissa 2-8 °C:ssa. Kun Vitrification Thaw Kit -liuoksia séilytetdan ohjeiden mukaan, ne ovat stabiileja
etikettiin merkittyyn viimeiseen kayttépaivaan saakka.

Kun séili on avattu, a4 kayté elatusainetta kahdeksaa (8) viikkoa kauempaa.

Koska tuote sisaltda ihmisperdistd materiaalia, siihen voi muodostua hieman hiukkasia sailytyksen aikana. Tamén tyyppisilla hiukkasilla
ei tiedeta olevan mitaan vaikutusta tuotteen toimintakykyyn.

VAROTOIMET JA VAROITUKSET

Tama laite on tarkoitettu avusteisiin lisé&ntymistoimenpiteisiin koulutetun henkiloston kayttdén. Naihin toimenpiteisiin kuuluu se aiottu
kayttd, johon tdma laite on tarkoitettu.

Taman laitteen kayttajalaitoksen vastuulla on sailyttad tuotteen jéljitettavyys, ja laitoksen on noudatettava jaljitettavyytta koskevia
asianmukaisia kansallisia saannoksia.

A& kayta mitan liuospulloa, jos siind on vaurion tai vuodon merkkeja tai jos liuoksessa nakyy hiukkasia, se on sameaa tai sen véri on muuttunut.
Havita tuote sovellettavien sdanndsten mukaisesti.

Kontaminaatio-ongelmien valttamiseksi kasittelyssa tulee noudattaa aseptisia menetelmia.

Taman hetkinen tutkimuskirjallisuus osoittaa, etta oosyyttien ja alkioiden vitrifikaation pitkdaikaisia vaikutuksia ei tunneta.

Ala kdyta pulloa, jos sen steriili pakkaus ei ole ehja.

EU: Ihmisen veresta tai plasmasta valmistettujen laakinnallisten tuotteiden kaytosté johtuvien infektioiden torjunnan vakiomenetelmia
ovat luovuttajien valinta, yksittisten luovutusten ja plasmapoolien seulonta spesifisten infektiomerkkiaineiden suhteen ja tehokkaiden
valmistusvaiheiden kayttaminen virusten inaktivointia tai poistoa varten. Tasta huolimatta ihmisen veresta tai plasmasta valmistettuja
laakevalmisteita kaytettdessa ei voida kokonaan sulkea pois tartunnanaiheuttajien siirtymisen mahdollisuutta. Tdméa koskee myo6s
tuntemattomia tai kehittyvid viruksia ja muita patogeeneja. Mitaan ilmoituksia todetuista virustartunnoista ei ole saatu Euroopan
farmakopeamééritysten mukaisesti vakiintuneilla menetelmilld valmistettuun albumiiniin liittyen. On erittdin suositeltavaa, ettd aina kun
FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. -yhtién lisdé&ntymismenetelmiin tarkoitettuja viljelyliuoksia annetaan potilaalle, tuotteen nimi ja erdnumero
kirjataan, jotta yhteys potilaan ja tuote-eran valilla sailyy.

USA: Tama tuote sisaltad ihmisen seerumialbumiinia (HSA). Téman tuotteen valmistuksessa kéytetyn ihmisperéisen 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 taydellista varmuutta siitd, etté ihmisperaiset tuotteet eivét aiheuta tartuntaa. Késittele
kaikkea ihmisperéistd materiaalia yleisié varotoimenpiteitd kdyttden ikdén kuin se voisi aiheuttaa infektion. Lahdeaineiden luovuttajat
on seulottu myés CJD:n suhteen.

VASTA-AIHE
Tuote sisaltdd gentamysiinisulfaattia. On varmistettava tarkoituksenmukaisin varokeinoin, ettei potilas ole herkistynyt talle antibiootille.
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LATVISKI

ES BRIDINAJUMS: tikai profesionalai litoganai.

LIETOSANAS INDIKACIJA

Vit Kit-Thaw (vitrifikacijas komplekts atkauséSanai) ir paredzéts tadu vitrificétu ovocitu (MII), pronuklearu (PN) zigotu, 3. dali$anas
dienas embriju un blastocistu stadijas embriju atkauséSanai, kas vitrificéti, izmantojot vitrifikacijas komplektu sasaldésanai
(kataloga nr. 90133-S0)

IERICES APRAKSTS

Atlaidinasanas skidums (Thawing Solution-TS) ir HEPES buferskidums barotnei-199, kas satur gentamicina sulfatu, 1,0 M saharozes
un 20% (tilp./tilp.) dekstrana seruma papildinajuma (DSS).

AtskaidiSanas $kidums (Dilution Solution-DS) ir HEPES bufer§kidums barotnei-199, kas satur gentamicina sulfatu, 0,5 M saharozes
un 20% (tilp./tilp.) DSS.

Mazgas Skidums (Washing Solution-WS) ir HEPES buferskidums barotnei-199, kas satur gentamicina sulfatu un 20% (tilp./tilp.) DSS.

DSS ir proteinu piedeva, kas sastav no 50 mg/ml terapeitiskas kategorijas cilvéka seruma albumina (HSA) un 20 mg/ml dekstrana.
Vit Kit-Thaw komplekta izmanto DSS 20% (tilp./tilp.), iegtstot galigo koncentraciju 10 mg/ml HSA un 4 mg/ml dekstrana.

Sie tris $kidumi ir jalieto secTgi saskana ar soli pa solim veicamo mikropilienu sildi$anas protokolu.

SASTAVS
Sali un joni Nikotinskabes amids Proteinu avots Prolins Cistins
Natrija hlorids Pantoténskabe Cilvéka seruma albumins  Tirozins Citas
Natrija fosfats Riboflavins Buferi Alanins Guanins
Kélija“hloers P_iridoksTns Natrija bikarbonats Asparaginskabe Hipoksantins
Magnija sulfats Tiamins HEPES Glutaminskabe Timins
Natrija acetats Biotins " Izoleicins Uracils
Kalcija hlorids Alfa-tokoferols H |nd|kators_ Leicins Ksantins
I, i 1 Fenolsarkanais L

Dzelzs nitrats Natrija bisulfits MetionTns Adenozins
Holina hlorids Antioksidants Ll a8 Fenilalanins Adenina sulfats

N [ Prrrem— Saharoze Serins o
VitamTni un mineralvielas ~ Glutations - Dezoksiriboze

nska L Dekstrans Treonins i

Askorbinskabe Antibiotikas T eonin Riboze
Aminobenzoskabe Gentamicina sulfats w ;nl;gtofans Udens
Kalciferols A rginins alins PRI
Folskabe Erertilas avol Glicins Cisteins ctate T

ikotinska ikoze Histidins Hidroksiprolins
Nikotinskabe Inozitols Livins p

KVALITATES NODROSINASANA
Vit Kit-Thaw komplekta $kidumi tiek filtréti caur membranu un aseptiski apstradati saskana ar apstiprinatam razo$anas procedaram.
RaZzotné tiek veikti testi katras Vit Kit-Thaw partijas parbaudei:
Skidumi
Endotoksini — ar Limulus amebocita lizata (LAL) metodi (< 0,6 EV/ml)
Peles embrija parbaude (= 80% paplasinataja blastocistu stadija)
Sterilitate ar pasreizéjo USP sterilitates testu <71> (izpildits)
Visi rezultati tiek zinoti katrai partijai ipasa analizes sertifikata, kas ir pieejams péc pieprasijuma.

CRYOTIP KA NESEJA SILDISANAI

NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NETIEK IEKLAUTI
+ Savienotdjs (kataloga nr. 40736) vai adapters
+  Sterili Petri traucini (50 X 9 mm, Falcon 351006 vai lidzvértigi)
« Vienreizlietojami cimdi
+ Hamilton GASTIGHT® glirce (50 ul), kataloga nr. 80901
+ Pipetes parnesei (uzmaucamas stikla pipetes vai mikropipe$u uzgali ar uzgala iek$&jo diametru ~200 pm)
Pincete
« Hronometrs vai taimeris
« Skidra slapekla rezervuars (Djuara vai putuplasta trauks ar vaku, tilpums 1-2 I)
Skidrais slapeklis (pietiekami daudz 4 collu (10 cm) biezam slanim rezervuara)
Asas Skéres (sterilas)
37 °C udens kolba
Kultdras barotne ar protenu, kura iepriek$ lidzsvarota Iidz 37 °C CO, inkubatora pirms atkausé$anas proceddras
+ 37 °C inkubators bez CO, vai sildisanas platforma
LIETOSANAS NORADIJUMI
Vit Kit-Thaw sastavdalas (vienam lietojumam):
+ 50 pl atlaidina$anas $kiduma - TS
+ 50 pl atskaidiSanas $kiduma — DS
+ 100 pl mazgasanas $kiduma - WS
+ 1 savienotajs
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SILDISANAS PROTOKOLS
(OVOCITIEM UN EMBRIJIEM)

b

13.
14.

PIEZIME: procedaras ir javeic istabas temperatara (20-27 °C). Talak min&tajam proceddram NEIZMANTOJIET sakarsétu mikros-
kopa platformu.
UZMANIBU! Kamér veicat darbibas atlaidina$anas $kidumos, samaziniet gaismas iedarbibu uz paraugu.
Pirms vitrificéto paraugu sildiSanas vispirms lidz istabas temperatirai (20-27 °C) sasildiet izmantojamo TS, DS un WS daudzumu.
PIEZIME. Ja katrai reizei nepiecie$ama tikai dalina TS, DS vai WS flakona, tos nedrikst pilnTba atkartoti sasildit ITdz istabas temperatarai.
Labak sadalt lieto$anai paredzéto daudzumu vienadas da|as un flakonus novietot atpakal 2-8 °C uzreiz péc sadali$anas.
Skidra slapek|a rezervuara iepildiet kidro slapekli (par ~80 % pilnu) un atlieciet blakus LN, saldetavai, kur atrodas atlaidinamie
paraugi.
No glabasanas $kidraja slapekit iznemiet turétajus ar kausiniem, kuros ir CryoTips ar vitrificétajiem paraugiem, un parlieciet tos
ar $kidro slapekli pilditaja rezervuara.
UZMANIBU! Nodrosiniet, ka CryoTips paliek iegremdéti LN, (kausina), kad tos no glabasanas vietas parvieto uz LN, rezervuaru,
lai novérstu paraugu nekontrolétu atku$anu.
Rezervuaru nolieciet blakus mikroskopam, lai varétu rikoties atri.
Sterilu Petri traucinu (vai vacinu) markéjiet ar nepiecie$amo informaciju.
Pirms lietoSanas saudzigi apvérsiet TS, DS un WS flakonus, lai samaisitu saturu.
Traucinu ar $kidumu pilieniem sagatavojiet sildi$anas protokola izpildei:
aseptiska veida uz otradi apgriezta sterila Petri traucina vacina izpiliniet secibu pa 2 mikropilieniem, ka paradits 1. attéla, un traucinu
novietojiet uz mikroskopa platformas:
« vienu 50 pl TS pilienu;
« vienu 50 pl DS pilienu;
« (divus WS pilienus piepilinasiet vélak, 11. darbiba).
Blakus mikroskopam nolieciet 37 °C Gdens kolbu. Pa rokai nolieciet ar parneses pipeti un uzgalus, asas sterilas $kéres, Hamilton
$lirci un sterilas salvetites.
Ar pinceti (vai knaiblitém) no turétaja Skidraja slapekli satveriet konkréto CryoTip, kuru atri iegremdgjiet 37 °C Gdens kolba (= 500 ml),
un, lai CryoTip sasilditu (skatit 2. attélu), 3 sekundes viegli virpiniet ar iestatjumu + 24 000 °C/min.
CryoTlp saturu atri izdaliet talak paskaidrotaja veida (skatt 3. attélu).
CryoTip atri nosusiniet ar sterilu salvetiti.
+ Nonemiet metala apvalka uzmavu.
+ Nogrieziet plombu CryoTip plataja gala pie 4. atzimes.
+  CryoTip plato galu dro$a veida, izmantojot savienotaju vai adapteru, piestipriniet Hamilton $lircei vai atbilstoSam atstk$anas rikam.
PIEZIME. Pirms §lirces pievienosanas savienotajam un CryoTip par apméram 0,5 collam (1,3 cm) izvelciet §lirces virzuli.
+  Ar sterilu salvetiti uzmanigi nosusiniet smalko uzgali.
+  CryoTip novietojiet virs sagatavota atlaidina$anas trauka, atri nogrieziet plombu pie smalka uzgala gala 2. atzimes un CryoTip
saturu maza piliena (~ 1 pl) veida uzpiliniet sausa vieta uz traucina virs TS piliena (skatit 4. attélu).
PIEZIME. SATURA IZDALES LAIKA NEDRIKST VEIDOTIES BURBULI.
TS pilienu sapludiniet ar CryoTip saturu un 1 minti atvéliet pakapeniski sajaukties (skatit 4. attélu).
Piezime. Paraugi sarausies un uzpeldés piliena augspuse.
PIEZIME. P&c katras parauga(-u) parvieto$anas no parneses pipetes izpatiet atlikuo $kidrumu un pirms nakamas manipulacijas
no nakama piliena ievelciet mazliet Skiduma. Parneses laika centieties neveidot burbulus.
Parneses pipeté ievelciet mazliet DS un paraugu(-us) no TS piliena ar minimalu tilpumu 4 minates parvietojiet uz DS pilienu.
PIEZIME. DS iedarbibas laika paraugs saglabasies sarucis.
SAJA LAIKA IEVELCIET DIVUS 50 pl WS PILIENUS (WS1, WS2), KA PARADITS 4. ATTELA.
Paraugu(-us) uz 4 minatém parvietojiet uz WS (WS1) pilienu.
PIEZIME. Paraugam(-iem) WS ir japiebriest Iz sakotngjam lielumam 2-3 minasu laika.
Péc tam paraugu(-us) uz 4 minatém parvietojiet uz otro WS pilienu (WS2).
Atlaidinato(-os) OVOCITU(-US) pirms nakamajam manipulacijam parvietojiet regeneracijai uz iepriek$ Iidzsvarotu barotni ar
20% (tilp./tilp.) proteTnu piedevas vai 12 mg/ml (2-3 stundas, lai atjaunotos $anu Skiedras).
Ar atlaidinatajiem EMBRIJIEM var rikoties divéjadi:
a) tulitejai parnesei pacienté: EMBRIJU(-US) parlieciet iepriek$ lidzsvarota “parneses” barotné, kas satur 20% (tilp./tilp.) proteinu
piedevas vai 12 mg/ml;
b) talakai kultivédanai: EMBRIJU(-US) parlieciet ieprieks lidzsvarota kultdras barotné, kas satur 20% (tilp./tilp.) proteinu piedevas
vai 12 mg/ml 4 stundas ilgam regeneracijas periodam. P&c regeneracijas perioda EMBRIJU(-US) parlieciet kultdras barotné
ar 10% (tilp./tilp.) proteinu un kultivéjiet, [idz sasniegta parnesei pacienté nepiecieSama attistibas stadija.

HSV IERICES KA NESEJA SILDISANAI
NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NAV IEKLAUTI

Sterils 4 iedobju trauks (Nunc 179830, 144444 vai lidzvértigs) vai organu kultaras trauks (BD Falcon 353037)
Vienreizlietojami cimdi

Parneses pipetes

Pincete

Hronometrs vai taimeris

Skidra slapekla rezervuars

Skidrais slapeklis

Skares, Knipex vai cita stiep|u griezéja ierice

Kultaras barotne ar proteinu, kura iepriek$ lidzsvarota lidz 37 °C CO, inkubatora pirms atkausé$anas procediras
37 °C inkubators bez CO, vai sildi$anas platforma

LIETOSANAS NORADIJUMI
Vit Kit-Thaw sastavdalas (vienam lietojumam):

+ 250 pl atlaidinaSanas Skiduma — TS
+ 50 pl atskaidisanas Skiduma — DS
+ 100 pl mazgasanas $kiduma - WS

LATVISKI 2/4



SILDISANAS PROTOKOLS
(OVOCITIEM UN EMBRIJIEM)
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1.
12.

PIEZIME. Sildisanas darbibas ietver ierices iegremdé$anu 37 °C TS un sekojosu atSkaidi$anu un mazgasanu DS un WS istabas

temperatara.

Uzstadiet sildisanas traukus (k& paradits HSV ierices shéma):

+ 37 °C temperattra: 250 pl TS vismaz 30 mindtes pirms sildi$anas procediras aseptiski izdaliet sterila 4 iedobju trauka vai organu
kultdras trauka un ievietojiet to 37 °C inkubatora bez CO, vai uz sildi$anas platformas

PIEZIME. Ovocitiem: izdaliet vismaz 1 ml TS

Nosakiet HSV salminu(-us), kas jauzsilda no LN, glabasanas vietas, un, sagatavojoties atlaidina$anas procedurai, to/tos atri parnesiet

uz rezervuaru, kas pildits ar LN,

LN, rezervuaru nolieciet blakus mikroskopam, lai talak varétu darboties atri.

TS traucinu iznemiet no 37 °C inkubatora vai nonemiet no sildianas platformas un novietojiet fokusa uz mikroskopa platformas.

Salminu paceliet tiktal, lai klatu redzams krasainais darba stienitis. Galam ar paraugu(-iem) japaliek iegremdétam LN,.

Salminu ar Knipex (vai citu stieplu griezéju ierici) nogrieziet krasaina darba stieniSa augstuma. Sarkanajai grieSanas garuma vadiklai

uz Knipex jabat maksimala garuma pozicija vai nonemtai.

+ Cits panémiens ir ar pirkstiem un Tk$ki virpinat salminu, vienlaicigi ar $kérém to nogriezot 10 mm zem krasaina darba stieni$a
augsdalas.

Ar vienu strauju, bet kontrolétu kustibu atri satveriet darba stieniti un atdaliet to no salmina.

Noteku nekavéjoties iegremdéjiet 37 °C TS un uzmanigi pavirpiniet, lai paraugs atdalitos no ierices, un 1 mindti atstajiet.

12 darbiba javeic istabas temperatira (22-27 °C).

+ Istabas temperattra: 1 (vienu) 50 pl pilienu DS aseptiska veida uzpiliniet uz sterila Petri traucina.

Parneses pipeté ievelciet mazliet DS un paraugu(-us) no TS piliena ar minimalu tilpumu uz 4 minatém parvietojiet uz DS pilienu.

PIEZIME. DS iedarbibas laika paraugs saglabasies sarucis.

SAJA LAIKA IEVELCIET DIVUS 50 pl WS PILIENUS (WS1, WS2), KA PARADITS HSV IERICES SHEMA.

Paraugu(-us) uz 4 minatém parvietojiet uz WS (WS1) pilienu.

PIEZIME: Paraugam(-iem) WS ir japiebriest Iz sakotngjam lielumam 2-3 mindsu laika.

Pé&c tam paraugu(-us) uz 4 minatém parvietojiet uz otro WS pilienu (WS2).

Atlaidinato(-os) OVOCITU(-US) pirms nakamajam manipulacijam parvietojiet regeneracijai uz iepriek$ Ilidzsvarotu barotni ar

20% (tilp./tilp.) proteTnu piedevas vai 12 mg/ml (2-3 stundas, lai atjaunotos Sanu Skiedras).

Ar atlaidinatajiem EMBRIJIEM var rikoties divéjadi:

a) tulitejai parnesei pacienté: EMBRIJU(-US) parlieciet iepriek$ lidzsvarota “parneses” barotné, kas satur 20% (tilp./tilp.) proteinu
piedevas vai 12 mg/ml;

b) talakai kultivéSanai: EMBRIJU(-US) pérlieciet ieprieks lidzsvarota kultdras barotné, kas satur 20% (tilp./tilp.) proteinu piedevas
vai 12 mg/ml 4 stundas ilgam regeneracijas periodam. P&c regeneracijas perioda EMBRIJU(-US) parlieciet kultiras barotné
ar 10% (tilp./tilp.) proteinu un kultivéjiet, [idz sasniegta parnesei pacienté nepiecieSama attistibas stadija.

PIEZIME. Lai apaug|o$ana péc vitrifikacijas bitu optimala, regeneratie ovociti jaapauglo, izmantojot ICSI.

CRYOLOCK™ KA NESEJA SILDISANAI
NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NETIEK IEKLAUTI

Sterils 4 $Tnu trauks vai sterili nelieli Petri traucini (35 X 10 mm vai lidzvértigi)

Vienreizlietojami cimdi

Parneses pipetes

Hronometrs vai taimeris

Skidra slapekla rezervuars

Skidrais slapeklis

Kultdras barotne ar proteinu, kura iepriek$ lidzsvarota lidz 37 °C CO, inkubatora pirms atkausé$anas proceddiras
37 °C inkubators bez CO, vai sildisanas platforma

Knaiblites

LIETOSANAS NORADIJUMI

Vit

Kit-Thaw sastavdalas (vienam lietojumam):
+ 1 mlatlaidina8anas $kiduma - TS
+ 50 pl atskaidisanas Skiduma — DS
+ 100 pl mazgasanas $kiduma - WS

SILD_TSANAS PROTOKOLS
PIEZIME: sildi$anas darbibas ietver ierices iegremdésanu 37 °C TS un sekojo$u atSkaidiSanu un mazgasanu DS un WS istabas temperatira.

1.

>

Sagatavojiet atkausé$anas traucinu (ka paradits Cryolock shéma, 1. attéls):
+ 37 °C temperattra: 1 ml k& minimalo TS tilpumu vismaz 30 mindtes pirms sildi$anas procediras sak$anas aseptiski izdaliet un
uzsildiet 37 °C inkubatora bez CO, vai uz sildisanas platformas.

Nosakiet sildamo(-os) Cryolock paraugu(-us) un, sagatavojoties sildisanas procedarai, to/tos no LN, glabasanas vietas atri parnesiet
uz rezervuaru, kas pildits ar LN,
Ar LN, pildito apstrades rezervuaru novietojiet blakus darba zonai un mikroskopa platformai, lai atri varétu veikt nakamas manipulacijas
no rezervuara uz TS.
TS traucinu iznemiet no 37 °C inkubatora vai nonemiet no sildiSanas platformas un novietojiet fokusa uz mikroskopa platformas.
Ar knaibliteém turiet Cryolock korpusa aug$éjo galu ar identifikacijas etiketi uz augsu.

Aiespgja: atri, bet uzmanigi nonemiet vacinu zem LN,, grieZot detalas, lidz atskravéjas.

B iespéja: Cryolock iznemiet no LN,, tad atri nonemiet vacinu, uzmanigi pagriezot.

PIEZIME: laboratorijai ir jaizmanto savas procediras un protokoli. A iesp&ja nav apstiprinata izmanto$anai ASV.

6.

7.

Cryolock ieliekto galu ar paraugu(-iem) uz aug$u nekavéjoties ielieciet 37 °C siltaja TS. Mikroskopiski novérojot, uzmanigi virziet
Cryolock, Iidz paraugs(-i) izklOst no gala.
Paraugu(-us) kopuma 1 miniti atstajiet TS.
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8. Trisdesmit (30) sekundes péc sakotnéjas iegremdésanas uzmanigi pipeté atstciet paraugu(-us), ja tas (tie) peld, un palieciet

TS apaksa.

9.-12. darbiba javeic istabas temperatara (22-27 °C).
+ |stabas temperatiira: Aseptiska veida vienu (1) 50 pl pilienu DS uzpiliniet uz sterila Petri traucina (skatit Cryolock shému, 2. attéls)
9. Paraugu(-s) uz 4 minitém parnesiet uz DS. Paraugus saudzigi piliniet vienu reizi, lai nodrosinatu kartigu skalosanu DS.
PIEZIME: DS iedarbibas laika paraugs saglabasies sarucis.
10. 4 mindtes ilgas DS iedarbibas laika aseptiski piliniet divus (2) 50 pl pilienus WS (WS1, WS2), k& paradits diagramma.
11, Paraugu(-s) parnesiet uz WS1, tad uz WS2 un netraucétus atstajiet 4 mindtes katra no tiem.
PIEZIME: paraugam(-iem) WS ir japiebriest ITJdz sakotngjam lielumam 2-3 mind3u laika.
12. Atlaidinato(-os) OVOCITU(-US) pirms nakamajam manipulacijam parvietojiet regeneracijai uz iepriek$ Iidzsvarotu barotni ar
20% (tilp./tilp.) proteTnu piedevas vai 12 mg/ml (2-3 stundas, lai atjaunotos $tinu Skiedras).
Ar atlaidinatajiem EMBRIJIEM var rikoties divéjadi:

a) tulitejai parnesei pacienté: EMBRIJU(-US) parlieciet iepriek$ lidzsvarota “parneses” barotng, kas satur 20% (tilp./tilp.) proteinu
piedevas vai 12 mg/ml;

b) talakai kultivéSanai: EMBRIJU(-US) pérlieciet iepriek$ lidzsvarota kultdras barotné, kas satur 20% (tilp./tilp.) proteinu piedevas
vai 12 mg/ml 4 stundas ilgam regeneracijas periodam. Péc regeneracijas perioda EMBRIJU(-US) parlieciet kultiras barotné
ar 10% (tilp./tilp.) proteTnu un kultivéjiet, I1dz sasniegta parnesei pacienté nepiecieSama attistibas stadija.

Papildu informacija par $o izstradajumu lietoSanu mekléjama katras laboratorijas procedaru aprakstos un protokolos, kas ipasi izstradati
un optimizéti individualajai mediciniskajai programmai.

GLABASANAS NORADIJUMI UN STABILITATE

Neatvértus flakonus glabajiet ledusskapT 2-8 °C temperattira. Glabajot atbilstosi noradijumiem, vitrifikacijas atlaidina$anas komplektu
$kidumi ir stabili Ii/dz deriguma termina beigam, kas noradits uz flakonu etiketém.

Barotnes péc trauku atvérSanas drikst izmantot ne ilgak par astonam (8) nedélam.

Ta ka produkts satur cilvéka izcelsmes materialu, glabasanas laika taja var veidoties dalinas. Nav pieradits, ka §7 veida dalinas ietekmé
produkta raksturlielumus.

PIESARDZIBAS PASAKUMI UN BRIDINAJUMI

ST ierice ir paredzéta lietosanai darbiniekiem, kas apguvusi ar paliglidzekliem veicamas reproduktivas procedaras. $Ts procedaras ietver
noradito izmantoSanu, kurai $T ierice ir paredzéta.

Par izstradajuma izsekojamibas uzturéSanu atbild s ierices lietotaja iestade, kurai jaievéro valsts noteikumi par izsekojamibu, ja tadi ir.
Nelietojiet nevienu Skidruma flakonu, ja tas izskatas bojats, tek, ja taja ir redzamas dalinas vai ja tas ir dulkains vai mainijis krasu. Produktu
likvidet saskana ar spéka esoSajiem noteikumiem.

Lai izvairitos 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 arf uz nezinamiem vai jaunatklatiem virusiem un citiem patogéniem.
Nav zinots par pieraditiem virusu parneSanas 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 ievaditi FUJIFILM Irvine
Scientific, Inc. 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 $1 produkta izgatavosana, ir parbaudits
ar FDA apstiprinatiem komplektiem, un konstatéts, ka tas nereagé ar antivielam pret C hepatitu (HCV) un antivielam pret cilvéka imandeficita
virusu (HIV). Tomér neviena parbaudes metode pilniba negaranté, ka no cilvéka izejmateriala iegati produkti nav infekciozi. Ar visiem cilvéka
izcelsmes materialiem rikojieties ta, it ka tie spétu parnest infekciju, ievérojot vispargjus piesardzibas pasakumus. lzmantojama materiala
donori tikusi parbauditi arT attieciba uz KJS.

KONTRINDIKACIJAS
Produkts satur gentamicina sulfatu. Lai parliecinatos, ka pacientam nav paaugstinatas jutibas pret $o antibiotiku, javeic atbilsto$i
piesardzibas pasakumi.

LATVISKI 4/4



NEDERLANDS
WAARSCHUWING (EU): Alleen voor professioneel gebruik.
INDICATIE VOOR GEBRUIK
Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) is bestemd voor gebruik bij het ontdooien van gevitrificeerde odcyten (M), pronucleaire (PN) zygoten,
embryo’s tot en met dag 3 van de splitsingsfase en embryo’s in het blastocyststadium die gevitrificeerd zijn met behulp van de Vitrification
Freeze Kit (catalogusnr. 90133-SO)
BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL
Thawing Solution-TS is een HEPES-gebufferde oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat, 1,0 M sucrose en 20% (v/v) Dextran
Serum Supplement (DSS) bevat.
Dilution Solution-DS is een HEPES-gebufferde oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat, 0,5 M sucrose en 20% (v/v) DSS bevat.
Washing Solution-WS is een HEPES-gebufferde oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat en 20% (v/v) DSS 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-Thaw tot een eindconcentratie van 10 mg/ml HSA en 4 mg/ml dextran.

Deze drie oplossingen moeten achtereenvolgens gebruikt worden volgens het stapsgewijze protocol voor opwarmen met microdruppels.
SAMENSTELLING

Zouten en ionen Nicotinezuuramide Eiwitbron Proline Overige
Natriumchloride Pantotheenzuur Menselijk serumalbumine  Tyrosine Guanine
Natriumfosfaat Riboflavine Buffers Alanine Hypoxanthine
Kaliumchloride Pyridoxine Natriumbicarbonaat Asparaginezuur Thymine
Magnesiumsulfaat Thiamine HEPES Glutaminezuur Uracil
Natriumacetaat Biotine L Isoleucine Xanthine
Calciumchloride Alfatocoferol {% Leucine Adenosine
1Jzer(1l)nitraat Natriumbisulfiet Methionine Adeninesulfaat
Cholinechloride Antioxidant Macromoleculen Fenylalanine Deoxyribose
Vitaminen en mineralen  Glutathion g:i;?:: Serine Ribose
Ascorbinezuur Antibioticum ) Treonine Water
Aminobenzoézuur Gentamicinesulfaat Aminozuren Tryptofaan Farmaceutisch
Calciferol Eneraiesubstraten Arginine Valine kwaliteitswater (WFI)
Eoliumzuur A—Glucose G]yglne Cysteine i
Nicotinezuur ositol HIst}dlne Hydr_oxyprolme

Lysine Cystine

KWALITEITSBORGING
De oplossingen in Vit Kit-Thaw zijn membraangefilterd en op aseptische wijze verwerkt volgens productieprocedures die zijn gevalideerd.
Elke partij Vit Kit-Thaw ondergaat de volgende tests:
Oplossingen:
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.

VOOR HET OPWARMEN VAN DE CRYOTIP ALS DE DRAGER:

MATERIALEN DIE VEREIST, MAAR NIET MEEGELEVERD ZIIN
+ Connector (catalogusnr. 40736) of adapter
Steriele petrischalen (50 x 9 mm, Falcon 351006 of equivalent)
Disposable handschoenen
Hamilton GASTIGHT®-spuit (50 pl), catalogusnr. 80901
Transferpipetten (getrokken glazen pipetten of micropipetpunten waarbij de punt een binnendiameter heeft van ~200 pym)
Pincet
« 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)
Scherpe schaar (steriel)
Waterbad van 37 °C
Kweekmedium met eiwit, voor de ontdooiprocedure gepre-equilibreerd tot 37 °C in een CO,-incubator
* Incubator bij 37 °C zonder CO, of opwarmelement
AANWIJZINGEN VOOR GEBRUIK
Componenten van Vit Kit-Thaw (per toepassing):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
+ 1 connector
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PROTOCOL VOOR OPWARMEN
(VOOR OOCYTEN EN EMBRYO'S):

o

13.
14.

NB: Procedures moeten plaatsvinden bij kamertemperatuur (20-27 °C). Gebruik GEEN verwarmde microscooptafels voor de volgende

procedures.

OPGELET: Beperk tijdens het manipuleren in ontdooioplossingen de blootstelling van monsters aan licht tot het minimum.

Breng de te gebruiken hoeveelheid TS, DS en WS op kamertemperatuur (20-27 °C) alvorens gevitrificeerde monsters op te warmen.

NB: De flacons met TS, DS en WS mogen in hun geheel niet herhaaldelijk op kamertemperatuur worden gebracht wanneer telkens

slechts een kleine hoeveelheid 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.

Vul de vioeibare-stikstoftank met vioeibare stikstof (~80% vol) en plaats de tank dicht bij de LN,-vriezer waarin de te ontdooien

monsters zich bevinden.

Verwijder de cryohouders met bekers met daarin de CryoTips met gevitrificeerde monsters uit de bewaring in vioeibare stikstof

en breng ze over naar de met vloeibare stikstof gevulde tank.

OPGELET: Zorg dat de CryoTips ondergedompeld blijven in LN, (in de beker) gedurende de overbrenging van de bewaring naar

de LN,-tank om te voorkomen dat monsters ongecontroleerd ontdooien.

Plaats de tank dicht bij de microscoop om snel te kunnen handelen.

Label een steriele petrischaal (of deksel) met de nodige informatie.

Keer voor gebruik elke flacon met TS, DS en WS tweemaal voorzichtig om, zodat de inhoud gemengd wordt.

Prepareer als volgt de schaal met druppels van de oplossingen voor het protocol voor opwarmen:

Pipetteer op aseptische wijze achtereenvolgens 2 microdruppels op een omgekeerde deksel van een steriele petrischaal, zoals

weergegeven in afbeelding 1, en plaats de schaal op de microscooptafel:
« één druppel TS van 50 pl
« één druppel DS van 50 pl
* (twee druppels WS worden later in stap 11 gereedgemaakt)

Plaats het waterbad van 37 °C dicht bij de microscoop. Houd het volgende bij de hand: een transferpipet en punten, een steriele

scherpe schaar, een Hamilton-spuit en steriele doekjes.

Haal de specifieke CryoTip met behulp van een pincet (of een tangetje) uit de cryohouder in de vioeibare stikstof, dompel de

CryoTip snel onder in het waterbad van 37 °C (2 500 ml) en draai hem voorzichtig 3 seconden lang rond om hem te laten opwarmen

(zie afbeelding 2) bij +24.000 °C/min.

Pipetteer als volgt snel de inhoud van de CryoTip (zie afbeelding 3):

+ Veeg de CryoTip snel droog met een steriel doekije.

+  Verwijder de metalen beschermhuls.

+ Knip de afdichting door aan het brede uiteinde van de CryoTip bij markering 4.

+ Breng het brede uiteinde van de CryoTip met behulp van een connector of adapter stevig aan op de Hamilton-spuit of een geschikt
aspiratiehulpmiddel.

NB: Til de plunjer van de spuit ongeveer 0,5 inch (1,3 cm) op voordat u de spuit op de connector en de CryoTip aanbrengt.

+ Veeg de fijne punt voorzichtig droog met een steriel doekje.

+ Met de CryoTip in positie boven de geprepareerde ontdooischaal knipt u snel de afdichting door bij markering 2 van de fijne punt
en pipetteert u de inhoud van de CryoTip als kleine druppel (~1 pl) op een droge plaats van de schaal boven de druppel TS
(zie afbeelding 4).

NB: TIJDENS HET PIPETTEREN VAN DE INHOUD MOET BELVORMING WORDEN VOORKOMEN.

Meng de druppel TS met de inhoud van de CryoTip en laat ze geleidelijk mengen gedurende 1 minuut (zie afbeelding 4).

NB: De monsters zullen krimpen en naar de bovenkant van de druppel drijven.

NB: Blaas na overbrenging van het (de) monster(s) telkens eventueel achtergebleven vloeistof uit de transferpipet en zuig een kleine

hoeveelheid oplossing van de volgende druppel op voordat u de volgende handeling uitvoert. Zorg dat er tijdens het overbrengen

geen bellen ontstaan.

Zuig een kleine hoeveelheid DS op in de transferpipet en breng het (de) monster(s) gedurende 4 minuten met een minimaal volume

over van de druppel TS naar de druppel DS.

NB: Het monster blijft gekrompen tijdens blootstelling aan DS.

MAAK INTUSSEN DE TWEE DRUPPELS WS (WS1, WS2) VAN 50 ul GEREED, ZOALS WEERGEGEVEN IN AFBEELDING 4.

Breng het (de) monster(s) gedurende 4 minuten over naar de druppel WS (WS1).

NB: Het (de) monster(s) moet(en) in WS binnen 2-3 minuten opnieuw expanderen tot de oorspronkelijke grootte.

Breng vervolgens het (de) monster(s) gedurende 4 minuten over naar de tweede druppel WS (WS2).

Breng de opgewarmde OOCYT(EN) over naar gepre-equilibreerd kweekmedium met 20% (v/v) eiwitsupplement of 12 mg/ml voor

terugwinning (2-3 uur is vereist om opnieuw een spindel te vormen) voordat daaropvolgende handelingen worden uitgevoerd.

Er zijn twee opties voor opgewarmde EMBRYO'S:

a) Voor onmiddellijke overbrenging naar de patiént: breng het (de) EMBRYO('S) over naar het gepre-equilibreerde ‘transfer’-medium
dat 20% (v/v) eiwitsupplement of 12 mg/ml bevat.

b) Voor verdere kweek: breng het (de) EMBRYO('S) over naar het gepre-equilibreerde kweekmedium dat 20% (v/v) eiwitsupplement
of 12 mg/ml bevat voor een terugwinperiode van 4 uur. Breng het (de) EMBRYO('S) na de terugwinperiode over naar het
kweekmedium met 10% (v/v) eiwit en incubeer dienovereenkomstig totdat de gewenste ontwikkelingsfase is bereikt voor overbrenging
naar de patiént.

VOOR HET OPWARMEN VAN DE HSV STRAW ALS DE DRAGER:
MATERIALEN DIE VEREIST, MAAR NIET MEEGELEVERD ZIIN

Steriele 4-vaks schaal (Nunc 179830, 144444 of equivalent), of orgaankweekschaal (BD Falcon 353037)
Disposable handschoenen

Transferpipetten

Pincet

Stopwatch of timer

Vloeibare-stikstoftank

Vloeibare stikstof

Schaar, Knipex of andere draadsnijder
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Kweekmedium met eiwit, véor de ontdooiprocedure gepre-equilibreerd tot 37 °C in een CO,-incubator
Incubator bij 37 °C zonder CO, of opwarmelement

AANWIJZINGEN VOOR GEBRUIK
Componenten van Vit Kit-Thaw (per toepassing)

+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

PROTOCOL VOOR OPWARMEN
(VOOR OOCYTEN EN EMBRYO'S):

7.
8.

NB: De opwarmstappen bestaan uit het onderdompelen van het hulpmiddel in de TS bij 37 °C en vervolgens het verdunnen en wassen

in DS en WS bij kamertemperatuur.

Maak opwarmschalen gereed (zoals weergegeven in het diagram voor de HSV Straw):

+ BIj 37 °C: Pipetteer op aseptische wijze 250 pl TS in een steriele 4-vaks schaal of een orgaankweekschaal en plaats deze in een
incubator bij 37 °C zonder CO, of op een opwarmelement gedurende ten minste 30 minuten voorafgaand aan de opwarmprocedure.

NB: Pipetteer voor odcyten ten minste 1 ml TS.

Identificeer de HSV Straw(s) die na bewaring in LN, moet(en) worden opgewarmd en breng deze in voorbereiding op de ontdooiprocedure

snel over naar de met LN, gevulde tank.

Plaats de LN,-tank dicht bij de microscoop om vervolgens snel te kunnen handelen.

Verwijder de schaal met TS uit de incubator bij 37 °C of het opwarmelement en plaats de betreffende schaal in focus op de

microscooptafel.

Til het rietje zover op dat de gekleurde hanteerstaaf zichtbaar wordt. Zorg dat het uiteinde met het (de) monster(s) in de LN,

ondergedompeld blijft.

Gebruik een Knipex (of andere draadsnijder) om het rietje ter hoogte van de gekleurde hanteerstaaf door te knippen. De rode

kniplengtemarkering op de Knipex moet in de maximale lengtepositie worden geplaatst of moet worden verwijderd.

+  Gebruik anders uw vingers en duim om het rietje te draaien terwijl u knipbewegingen met de schaar maakt, 10 mm onder de bovenkant
van de gekleurde hanteerstaaf.

Pak met één snelle, maar beheerste beweging snel de hanteerstaaf vast en verwijder deze uit het rietje.

Dompel de gleuf onmiddellijk onder in de TS bij 37 °C en draai deze voorzichtig om monsters los te maken van het rietje en laat hem

1 minuut staan.

Stap 9 t/m 12 moeten bij kamertemperatuur (22-27 °C) worden uitgevoerd.

9.

1.
12.

+  Bij kamertemperatuur: Pipetteer op aseptische wijze één (1) druppel DS van 50 pl op een steriele petrischaal.

Zuig een kleine hoeveelheid DS op in de transferpipet en breng het (de) monster(s) gedurende 4 minuten met een minimaal volume

over van de druppel TS naar de druppel DS.

NB: Het monster blijft gekrompen tijdens blootstelling aan DS.

MAAK INTUSSEN DE TWEE DRUPPELS WS (WS1, WS2) VAN 50 pl GEREED, ZOALS WEERGEGEVEN IN HET DIAGRAM VOOR

DE HSV STRAW.

Breng het (de) monster(s) gedurende 4 minuten over naar de druppel WS (WS1).

NB: Het (de) monster(s) moet(en) in WS binnen 2-3 minuten opnieuw expanderen tot de oorspronkelijke grootte.

Breng vervolgens het (de) monster(s) gedurende 4 minuten over naar de tweede druppel WS (WS2).

Breng de opgewarmde OOCYT(EN) over naar gepre-equilibreerd kweekmedium met 20% (v/v) eiwitsupplement of 12 mg/ml voor

terugwinning (2-3 uur is vereist om opnieuw een spindel te vormen) voordat daaropvolgende handelingen worden uitgevoerd.

Er zijn twee opties voor opgewarmde EMBRYO'S:

a) Voor onmiddellijke overbrenging naar de patiént: breng het (de) EMBRYO(’S) over naar het gepre-equilibreerde ‘transfer’-medium
dat 20% (v/v) eiwitsupplement of 12 mg/ml bevat.

b) Voor verdere kweek: breng het (de) EMBRYO('S) over naar het gepre-equilibreerde kweekmedium dat 20% (v/v) eiwitsupplement
of 12 mg/ml bevat voor een terugwinperiode van 4 uur. Breng het (de) EMBRYO('S) na de terugwinperiode over naar het kweek-
medium met 10% (v/v) eiwit en incubeer dienovereenkomstig totdat de gewenste ontwikkelingsfase is bereikt voor overbrenging
naar de patiént.

NB: Teruggewonnen odcyten moeten door middel van ICSI worden bevrucht voor optimale bevruchting na vitrificatie.

VOOR HET OPWARMEN VAN DE CRYOLOCK™ ALS DE DRAGER:
MATERIALEN DIE VEREIST, MAAR NIET MEEGELEVERD ZIIN

Steriele 4-vaks petrischaal of steriele, kleine petrischalen (35 x 10 mm of equivalent)

Disposable handschoenen

Transferpipetten

Stopwatch of timer

Vloeibare-stikstoftank

Vloeibare stikstof

Kweekmedium met eiwit, voor de ontdooiprocedure gepre-equilibreerd tot 37 °C in een CO,-incubator
Incubator bij 37 °C zonder CO, of opwarmelement

Forceps

AANWIJZINGEN VOOR GEBRUIK
Componenten van Vit Kit-Thaw (per toepassing)

+ 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

PROTOCOL VOOR OPWARMEN
NB: De opwarmstappen bestaan uit het onderdompelen van het hulpmiddel in de TS bij 37 °C en vervolgens het verdunnen en wassen
in DS en WS bij kamertemperatuur.

1.

Maak de ontdooischaal gereed (zoals weergegeven in het Cryolock-diagram, afbeelding 1):
+  Bij 37 °C: Pipetteer op aseptische wijze een volume van ten minste 1 ml TS en warm op tot 37 °C in een incubator zonder CO,
of op een opwarmelement gedurende ten minste 30 minuten voordat u start met de opwarmprocedure.
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2. Identificeer het (de) op te warmen Cryolock-monster(s) en breng het (ze) snel over van bewaring in LN, naar een met LN, gevulde
tank als voorbereiding op de opwarmprocedure.
3. Plaats de met LN, gevulde tank dicht bij het werkoppervlak en de tafel van de microscoop, zodat de daaropvolgende handeling van
de tank naar TS snel kan plaatsvinden.
4. Verwijder de schaal met TS uit de incubator bij 37 °C of het opwarmelement en plaats de betreffende schaal in focus op de
microscooptafel.
5. Houd met behulp van de forceps het bovenste uiteinde van de Cryolock-behuizing vast met het identificatielabel omhoog gericht.
Optie A: Verwijder snel maar voorzichtig de dop onder de LN, en draai de delen totdat ze vrijkomen.
Optie B: Neem de Cryolock snel uit de LN, en verwijder de dop vervolgens snel met een voorzichtige draaibeweging.
NB: Het laboratorium moet zijn eigen procedures en protocollen raadplegen. Optie Ais niet goedgekeurd voor gebruik in de Verenigde Staten.
6.  Dompel de concave punt van de Cryolock, met het (de) monster(s) omhoog gericht, onmiddellijk in de TS bij 37 °C. Beweeg de Cryolock
voorzichtig, terwijl u dit onder de microscoop observeert, totdat het (de) monster(s) vrijkomen van de punt.
7. Laat (het) de monster(s) in totaal 1 minuut in de TS.
8.  Dertig (30) seconden na de aanvankelijke onderdompeling pipetteert u voorzichtig het (de) monster(s) als het (ze) zweeft (zweven),
en plaatst u het (ze) op de bodem van de TS.
Stap 9 t/m 12 moeten bij kamertemperatuur (22-27 °C) worden uitgevoerd.

+  Bijkamertemperatuur: Pipetteer op aseptische wijze &én (1) druppel DS van 50 pl op een steriele petrischaal (zie Cryolock-diagram,
afbeelding 2).

9. Breng het (de) monster(s) over naar DS gedurende 4 minuten. Pipetteer de monsters voorzichtig eenmaal om te verzekeren dat
ze volledig gespoeld zijn in DS.

NB: Het monster blijft gekrompen tijdens blootstelling aan DS.

10. Tijdens blootstelling in DS gedurende 4 minuten pipetteert u (2) druppels WS (WS1, WS2) van 50 ul op aseptische wijze, zoals
weergegeven in het diagram.

11. Pipetteer het (de) monster(s) naar WS1, daarna WS2 gedurende telkens 4 minuten, ongestoord.

NB: Het (de) monster(s) moet(en) in WS binnen 2-3 minuten opnieuw expanderen tot de oorspronkelijke grootte.

12. Breng de opgewarmde OOCYT(EN) over naar gepre-equilibreerd kweekmedium met 20% (v/v) eiwitsupplement of 12 mg/ml voor
terugwinning (2-3 uur is vereist om opnieuw een spindel te vormen) voordat daaropvolgende handelingen worden uitgevoerd.

Er zijn twee opties voor opgewarmde EMBRYO'’S:

a) Voor onmiddellijke overbrenging naar de patiént: breng het (de) EMBRYO('S) over naar het gepre-equilibreerde ‘transfer’-medium
dat 20% (v/v) eiwitsupplement of 12 mg/ml bevat.

b) Voor verdere kweek: breng het (de) EMBRYO('S) over naar het gepre-equilibreerde kweekmedium dat 20% (v/v) eiwitsupplement
of 12 mg/ml bevat voor een terugwinperiode van 4 uur. Breng het (de) EMBRYO('S) na de terugwinperiode over naar het kweek-
medium met 10% (v/v) eiwit en incubeer dienovereenkomstig totdat de gewenste ontwikkelingsfase is bereikt voor overbrenging
naar de patiént.

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.

INSTRUCTIES VOOR BEWARING; STABILITEIT

Bewaar de ongeopende flacons gekoeld bij 2 °C tot 8 °C. Wanneer Vitrification Thaw 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.

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 oécyten 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 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. 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 VitKit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) jest przeznaczony dorozmrazanialudzkich oocytéw (Ml), zygot, w ktérych obecne sa przedjadrza (PN), do 3.
dnia bruzdkowania w rozwoju zarodkowym oraz zarodkéw w stadium blastocysty poddanych witryfikacji przy uzyciu zestawu Vitrification Freeze Kit
(nr katalogowy 90133-S0).

OPIS WYROBU

Roztwoér Thawing Solution-TS to roztwér pozywki Medium-199 zbuforowany HEPES, zawierajacy siarczan gentamycyny, roztwor sacharozy
w stezeniu 1,0 M i 20-procentowy (stez. obj.) dodatek Dextran Serum Supplement (DSS).

Roztwor Dilution Solution-DS to roztwor pozywki Medium-199 zbuforowany HEPES, zawierajacy siarczan gentamycyny, roztwdr sacharozy
w stezeniu 0,5 M i 20-procentowy (stez. obj.) dodatek DSS.

Roztwér Washing Solution-WS to roztwér pozywki Medium-199 zbuforowany HEPES, zawierajacy siarczan gentamycyny i 20-procentowy
(stez. obj.) dodatek DSS.

DSS to dodatek biatkowy, w ktérego sktad wehodzi 50 mg/ml albuminy surowicy ludzkiej (HSA) o przeznaczeniu terapeutycznym i 20 mg/ml
dekstranu. DSS jest uzywany w zestawie Vit Kit-Thaw w stezeniu 20-procentowym (stez. obj.), co daje koricowe taczne stezenie HSA
réwne 10 mg/ml i dekstranu rowne 4 mg/ml.

Tych trzech roztworéw nalezy uzywac¢ w odpowiedniej kolejnosci zgodnie z protokotem ogrzewania, ktory obejmuje sekwencyjne przenoszenie
oocytow/zarodkéw do mikrokropelek.

SKLAD
Sole i jony Amid kwasu Zrédio biatka Lizyna Hydroksyprolina
Chlorek sodu nikotynowego Albumina surowicy Prolina Cystyna
Fosforan sodu Kwas pantotenowy ludzkiej Tyrozyna Inne
Chlorek potasu Ryboflawina Bufory Alanina Guanina
gigggzgénagnezu ?i;yn‘]j_?]zsy”a Wodorowgglan sodu Ewgz gfagﬁ‘%gowl’ Hipoksantyna
u iami HEPES was glutaminowy Tymina
Chlorek wapnia Biotyna Wskaznik pH Izoleucyna U%acyl
Azotan zelaza(lll) Alfa-tokoferol Wf%nolowa Leucyna Ksantyna
Chlorek choliny Wodorosiarczyn sodu ) Metionina Adenozyna
Witaminy i mineraty Antyoksydant '\SAaa(t(I'Eg?éz:teCZkl genyloalanma Siarczan adeniny
i ] eryna
Kwas askorbinowy Glutatllon Dekstran Tregnina Deoksyryboza
Kwas aminobenzoesowy  antybiotyk ) Ryboza
Kalcyferol Siarczan gentamycyny ﬁm‘ uylptofan Woda
Kwas foliow rginina alina Woda 0 jakosci
Kias nikotyﬁowy Substraty energetyczne  Glicyna Cysteina Woda o jakosci WFI
Glukoza Histydyna
Inozytol

ZAPEWNIENIE JAKOSCI
Roztwory dostarczone w zestawie Vit Kit-Thaw sg filtrowane membranowo i przetwarzane aseptycznie zgodnie ze zweryfikowanymi
procedurami wytwarzania.
Kazda seria zestawu Vit Kit-Thaw jest poddawana nastgpujacym testom:
Roztwory:
Badanie pod katem obecnosci endotoksyn metoda Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (0,6 EU/ml)
Badanie na zarodku mysim (jednokomérkowym) (rozwdj 280% spos$réd jednokomérkowych zarodkéw w stadium blastocysty)
Badanie sterylnosci, zgodnie z najnowszym badaniem sterylnosci wg Farmakopei Amerykanskiej (USP) <71> (wymagania spetnione)
Wszystkie wyniki sa notowane na swoistym dla danej serii Swiadectwie analizy, ktore jest dostepne na zadanie.

DO STOSOWANIA W CELU OGRZANIA PRODUKTU CRYOTIP UZYWANEGO JAKO NOSNIK:

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE
Ztacze (nr katalogowy 40736) lub adapter
Sterylne szalki Petriego (50 X 9 mm, Falcon 351006 lub odpowiednik)
Jednorazowe rekawiczki
Strzykawka Hamilton GASTIGHT® (50 pl), nr katalogowy 80901
Pipety transferowe (pipety szklane lub korcowki do mikropipet 0 wewnetrznej $rednicy koficowki ~200 pum)
Peseta
Stoper lub minutnik
Zbiornik na ciekty azot (dewar lub pojemnik styropianowy z wieczkiem, objeto$¢ 1-2 1)
Ciekly azot (objeto$¢ wystarczajaca do napetnienia zbiornika do gtebokosci 4 cali (10 cm))
Ostre nozyczki (sterylne)
taznia wodna nastawiona na temperaturg 37°C
Pozywka hodowlana z dodatkiem biatka, wstepnie zréwnowazona do temperatury 37°C w inkubatorze z atmosferg CO, przed procedurg
rozmrazania
*  Inkubator z mozliwoscig nastawy temperatury 37°C bez atmosfery CO, lub podgrzewany stolik
INSTRUKCJA UZYCIA
Sktadniki zestawu Vit Kit-Thaw (na jedno zastosowanie):
50 pl roztworu Thawing Solution-TS
+ 50 pl roztworu Dilution Solution-DS
+ 100 pl roztworu Washing Solution-WS
+ 1zlacze
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PROTOKOL OGRZEWANIA
(DLA OOCYTOW | ZARODKOW):

oo~

13.
14.

UWAGA: Procedury nalezy wykonywaé w temperaturze pokojowej (20-27°C). Podczas wykonywania ponizszych procedur NIE NALEZY

korzystaé z podgrzewanego stolika mikroskopowego.

PRZESTROGA: Podczas manipulacji oocytami/zarodkami w roztworach do rozmrazania nalezy zminimalizowa¢ ich ekspozycje na

Swiatto.

Przed rozpoczeciem ogrzewania oocytow/zarodkéw poddanych witryfikacji doprowadzi¢ odpowiednie objetosci roztworéw TS, DS i WS

do temperatury pokojowej (20-27°C).

UWAGA: Nalezy unika¢ wielokrotnego doprowadzania catej zawartosci fiolek z roztworami TS, DS i WS do temperatury pokojowej,

gdy za kazdym razem potrzebna jest tylko mata ilo$¢ kazdego roztworu. Lepszym rozwigzaniem jest wydzielenie z ich zawarto$ci

porcji, ktéra ma zosta¢ uzyta, a nastepnie umieszczenie fiolek z powrotem w temperaturze 2-8°C.

Napetnic zbiornik ciektym azotem (do ok. 80% pojemnosci zbiornika) i umiescic go w poblizu zamrazarki z LN, w ktdrej przechowywane

sg oocyty/zarodki.

Wyjaé prety z kubkami zawierajacymi produkty CryoTip z oocytami/zarodkami poddanymi witryfikacji z zamrazarki z cieklym azotem

i przenies¢ je do zbiornika napetnionego ciektym azotem.

PRZESTROGA: Aby uniknag¢ niekontrolowanego rozmrozenia oocytéw/zarodkéw, podczas przenoszenia produktéw CryoTip z zamrazarki

do zbiornika z LN, produkty te musza by¢ zanurzone w LN, (w kubeczku).

Umiesci¢ zbiornik w poblizu mikroskopu, aby umozliwi¢ szybkie wykonywanie kolejnych krokow.

Oznaczy¢ odpowiednimi danymi sterylng szalke Petriego (lub wieczko).

Przed uzyciem delikatnie odwrdci¢ kazda fiolke roztworu TS, DS i WS dwa razy, aby wymiesza¢ zawartosc fiolek.

Przygotowac szalke z kropelkami roztworéw do protokotu ogrzewania zgodnie z ponizszym opisem:

W sposob aseptyczny nanies¢ 2 mikrokropelki na odwrécone wieczko sterylnej szalki Petriego, zgodnie z Ryc. 1, a nastepnie umiescic¢

szalke na stoliku mikroskopowym:

« jedna kropelka roztworu TS o objetosci 50 pl

« jedna kropelka roztworu DS o objetosci 50 pl

+ (dwie kropelki roztworu WS zostang naniesione pézniej, w kroku 11)

Umiesci¢ taznie wodna nastawiong na temperature 37°C w poblizu mikroskopu. Przygotowac nastepujacy sprzet i umiescic go w poblizu:

pipete transferowa i kocéwki do pipet, sterylne, ostre nozyczki, strzykawka Hamilton i sterylne reczniki.

Przy uzyciu pesety (lub szczypiec) wyciagna¢ zadany produkt CryoTip z preta zanurzonego w cieklym azocie, szybko zanurzy¢ produkt

CryoTip w tazni wodnej nastawionej na temperature 37°C (2500 ml) i delikatnie porusza¢ produktem przez 3 sekundy w celu jego

ogrzania (patrz Ryc. 2) z szybkoscig +24 000°C/min.

Szybko przenie$¢ zawarto$¢ produktu CryoTip zgodnie z ponizszym opisem (patrz Ryc. 3):

Szybko wytrze¢ produkt CryoTip do sucha przy uzyciu sterylnego recznika.

Zdja¢ metalowa ostonke.

Przecia¢ zgrzew na szerokim koricu produktu CryoTip na poziomie znacznika nr 4.

+ Dobrze podtaczy¢ szeroki koniec produktu CryoTip do strzykawki Hamilton lub odpowiedniego wyrobu do aspiracji, uzywajac
ztacza lub adaptera.

UWAGA: Przed podtaczeniem strzykawki do ztacza i produktu CryoTip nalezy unies¢ ttok strzykawki o okoto 0,5 cala (1,3 cm).

+ Delikatnie wytrze¢ cienkg koncoéwke do sucha przy uzyciu sterylnego recznika.

+  Trzymajac produkt CryoTip nad przygotowana szalka do rozmrazania, szybko przecia¢ zgrzew na poziomie znacznika 2 na cienkiej
koricowce i wypusci¢ zawartos¢ produktu CryoTip w postaci matej kropli (~1 pl) na suchy obszar na szalce nad kropelka roztworu
TS (patrz Ryc. 4).

UWAGA: PODCZAS WYPUSZCZANIA ZAWARTOSCI NALEZY ZAPOBIEGAC WYTWARZANIU PECHERZYKOW POWIETRZA.
Potaczy¢ kropelke roztworu TS z zawarto$cig wypuszczong z produktu CryoTip i pozostawi¢ na 1 minute, aby umozliwi¢ stopniowe
wymieszanie sig obu roztworéw (patrz Ryc. 4).

Uwaga: Oocyt/zarodek skurczy sie i wyptynie na wierzch kropelki.

UWAGA: Po kazdym kroku przeniesienia oocytow/zarodkoéw przed kolejng manipulacjq nalezy wypusci¢ pozostaty ptyn z pipety

transferowej i pobra¢ matg objeto$¢ roztworu z kolejnej kropelki. Unika¢ wytwarzania pecherzykow powietrza podczas przenoszenia

oocytow/zarodkow.

Pobra¢ matg objetos¢ roztworu DS do pipety transferowej, a nastepnie przenie$¢ oocyty/zarodki w minimalnej objetosci roztworu

z kropelki roztworu TS do kropelki roztworu DS i pozostawi¢ na 4 minuty.

UWAGA: Podczas ekspozycji na roztwor DS oocyt/zarodek pozostanie skurczony.

W TYM CZASIE NALEZY PRZYGOTOWAC DWIE KROPELKI ROZTWORU WS (WS1, WS2) O OBJETOSCI 50 ul KAZDA, ZGODNIE

ZRYC. 4.

Przenie$¢ oocyty/zarodki do kropelki roztworu WS (WS1) i pozostawi¢ na 4 minuty.

UWAGA: Podczas inkubacji w roztworze WS oocyty/zarodki powinny powiekszy¢ sie do pierwotnego rozmiaru w ciggu 2-3 minut.

Nastepnie przenie$¢ oocyty/zarodki do drugiej kropelki roztworu WS (WS2) i pozostawi¢ na 4 minuty.

Przed rozpoczgciem dalszych procedur ogrzane OOCYTY nalezy przenie$¢ do wstepnie zréwnowazonej pozywki hodowlanej

z dodatkiem biatka w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml w celu ich zregenerowania (inkubowa¢ 2-3 godziny, aby umozliwi¢ ponowne

utworzenie wrzeciona).

Z ogrzanymi ZARODKAMI mozna postgpowa¢ na dwa sposoby:

a) W celu bezzwlocznego przeniesienia zarodka do ciata pacjentki: przenies¢ ZARODKI do wstepnie zréwnowazonej pozywki
Jransportowej” z dodatkiem biatka w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml.

b) W celu prowadzenia dalszej hodowli: przenies¢ ZARODKI do wstepnie zréwnowazonej pozywki hodowlanej z dodatkiem biatka
w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml i inkubowa¢ przez 4 godziny w celu ich zregenerowania. Po okresie regeneracji przenie$¢
ZARODKI do pozywki hodowlanej z dodatkiem biatka w stezeniu 10% (stez. obj.) i inkubowa¢ do momentu osiagnigcia zadanego
stadium rozwojowego w celu przeniesienia zarodka do ciata pacjentki.

DO STOSOWANIA W CELU OGRZANIA SLOMKI HSV UZYWANEJ JAKO NOSNIK:
MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Sterylna 4-dotkowa ptytka (Nunc 179830, 144444 lub odpowiednik) lub naczynie hodowlane Organ Culture Dish (BD Falcon 353037)
Jednorazowe rekawiczki

Pipety transferowe

Peseta

Stoper lub minutnik

Zbiornik na ciekly azot

Ciekly azot

Nozyczki, nozyce Knipex lub inny wyréb do przecinania drutu
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Pozywka hodowlana z dodatkiem biatka, wstepnie zréwnowazona do temperatury 37°C w inkubatorze z atmosfera CO, przed procedurg
rozmrazania
Inkubator z mozliwo$cig nastawy temperatury 37°C bez atmosfery CO, lub podgrzewany stolik

INSTRUKCJA UZYCIA
Skfadniki zestawu Vit Kit-Thaw (na jedno zastosowanie)

250 pl roztworu Thawing Solution-TS
+ 50 pl roztworu Dilution Solution-DS
+ 100 pl roztworu Washing Solution-WS

PROTOKOL OGRZEWANIA
(DLA OOCYTOW | ZARODKOW):

P w

oo

7.
8.

UWAGA: Kroki ogrzewania obejmuja zanurzenie wyrobu w roztworze TS ogrzanym do temperatury 37°C, a nastepnie rozcieficzanie

i przeptukiwanie w roztworach DS i WS o temperaturze pokojowej.

Przygotowa¢ naczynia do ogrzewania (zgodnie ze schematem dla stomki HSV Straw):

+ W temperaturze 37°C: Przed rozpoczeciem procedury ogrzewania nalezy w sposéb aseptyczny nanies¢ 250 pl roztworu TS
na sterylng 4-dotkowa plytke lub naczynie hodowlane Organ Culture Dish i ogrza¢ go do temperatury 37°C w inkubatorze bez
atmosfery CO, lub na ogrzewanym stoliku przez co najmniej 30 minut.

UWAGA: W przypadku oocytéw nalezy nanie$¢ co najmniej 1 ml roztworu TS.

Zidentyfikowa¢ stomki HSV Straw, ktére majg zostac ogrzane, w zamrazarce z LN, i szybko przenie$¢ je do zbiornika napefnionego

LN, w celu przygotowania do procedury rozmrazania.

Umiesci¢ zbiornik z LN, w poblizu mikroskopu, aby umozliwi¢ szybkie wykonywanie kolejnych krokow.

Wyja¢ naczynie z roztworem TS z inkubatora nastawionego na temperature 37°C lub zdja¢ z podgrzewanego stolika i umiescic je na stoliku

mikroskopowym; wyregulowaé ostro$¢ mikroskopu.

Uniesc¢ stomke tak, aby odstonic kolorowy precik manipulacyjny. Koricéwka z oocytem/zarodkiem musi pozostawac zanurzona w LN,

Uzywajac nozyc Knipex (lub innego wyrobu do przecinania drutu) odcigé stonke na wysokosci kolorowego precika manipula-

cyjnego. Czerwona prowadnica do cigcia wzdtuznego na nozycach Knipex powinna by¢ ustawiona w pozycji maksymalnej dtugosci lub

catkowicie zdjeta.

*  Mozna tez uzywac palcow i kciuka do obracania stomki podczas wykonywania cigcia nozycami, 10 mm pod gérng czgscia kolorowego
precika manipulacyjnego.

Jednym szybkim, ale kontrolowanym ruchem, szybko chwyci¢ precik manipulacyjny i wyciagna¢ go ze stomki.

Bezzwlocznie zanurzy¢ rowek w roztworze TS o temperaturze 37°C i delikatnie zamieszac¢ nim w roztworze, aby odtaczy¢ od niego

oocyty/zarodki. Pozostawi¢ na 1 minute.

Kroki 9-12 nalezy wykonywa¢ w temperaturze pokojowej (22-27°C).

1.
12.

+ W temperaturze pokojowej: W sposob aseptyczny nanies¢ jedna (1) kropelke roztworu DS o objetosci 50 pl na sterylng szalke
Petriego.

Pobra¢ matg objeto$¢ roztworu DS do pipety transferowej, a nastepnie przenie$¢ oocyty/zarodki w minimalnej objetosci roztworu

z kropelki roztworu TS do kropelki roztworu DS i pozostawi¢ na 4 minuty.

UWAGA: Podczas ekspozycji na roztwor DS oocyt/zarodek bedzie skurczony.

PODCZAS TEJ INKUBACJI NALEZY PRZYGOTOWAC DWIE KROPELKI ROZTWORU WS (WS1, WS2) O OBJETOSCI 50 pl KAZDA,

ZGODNIE ZE SCHEMATEM DLA SLOMKI HSV.

Przenie$¢ oocyty/zarodki do kropelki roztworu WS (WS1) i pozostawi¢ na 4 minuty.

UWAGA: Podczas inkubacji w roztworze WS oocyty/zarodki powinny powigkszy¢ sie do pierwotnego rozmiaru w ciggu 2-3 minut.

Nastepnie przenie$¢ oocyty/zarodki do drugiej kropelki roztworu WS (WS2) i pozostawié¢ na 4 minuty.

Przed rozpoczeciem dalszych procedur ogrzane OOCYTY nalezy przenie$¢ do wstepnie zrownowazonej pozywki hodowlanej

z dodatkiem biatka w stezeniu 20% (stgz. obj.) lub 12 mg/ml w celu ich zregenerowania (inkubowa¢ 2-3 godziny, aby umozliwi¢

ponowne utworzenie wrzeciona).

Z ogrzanymi ZARODKAMI mozna postepowac na dwa sposoby:

a) W celu bezzwtocznego przeniesienia zarodka do ciata pacjentki: przenies¢ ZARODKI do wstepnie zréwnowazonej pozywki
Jtransportowej” z dodatkiem biatka w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml.

b) W celu prowadzenia dalszej hodowli: przenie$¢ ZARODKI do wstepnie zréwnowazonej pozywki hodowlanej z dodatkiem biatka
w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml i inkubowa¢ przez 4 godziny w celu ich zregenerowania. Po okresie regeneracji przenies¢
ZARODKI do pozywki hodowlanej z dodatkiem biatka w stezeniu 10% (stez. obj.) i inkubowa¢ do momentu osiagniecia zadanego
stadium rozwojowego w celu przeniesienia zarodka do ciata pacjentki.

UWAGA: Zregenerowane oocyty nalezy zaptodni¢ zgodnie z protokotem ICSI zapewniajacym optymalne zaptodnienie po witryfikacji.

DO STOSOWANIA W CELU OGRZANIA PRODUKTU CRYOLOCK™ UZYWANEGO JAKO NOSNIK:
MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Sterylna 4-dotkowa ptytka lub sterylne szalki Petriego 0 matym rozmiarze (35 X 10 mm lub odpowiednik)

Jednorazowe rekawiczki

Pipety transferowe

Stoper lub minutnik

Zbiornik na ciekly azot

Ciekly azot

Pozywka hodowlana z dodatkiem biatka, wstepnie zréwnowazona do temperatury 37°C w inkubatorze z atmosfera CO, przed procedurg
rozmrazania

Inkubator z mozliwo$cig nastawy temperatury 37°C bez atmosfery CO, lub podgrzewany stolik

Szczypce

INSTRUKCJA UZYCIA
Sktadniki zestawu Vit Kit-Thaw (na jedno zastosowanie)

+ 1 mlroztworu Thawing Solution-TS
+ 50 pl roztworu Dilution Solution-DS
* 100 pl roztworu Washing Solution-WS

PROTOKOL OGRZEWANIA
UWAGA: Kroki ogrzewania obejmuja zanurzenie wyrobu w roztworze TS ogrzanym do temperatury 37°C, a nastgpnie rozcieficzanie
i przeptukiwanie w roztworach DS i WS o temperaturze pokojowe;.
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1. Przygotowac naczynie, na ktérym bedzie wykonywane rozmrazanie (w sposob przedstawiony na schemacie dla produktu Cryolock,
Ryc. 1):

+ Wtemperaturze 37°C: Przed rozpoczeciem procedury ogrzewania nalezy w sposéb aseptyczny nanie$¢ co najmniej 1 ml roztworu
TS i ogrza¢ go do temperatury 37°C w inkubatorze bez atmosfery CO, lub na ogrzewanym stoliku przez co najmniej 30 minut.

2. Zidentyfikowa¢ oocyty/zarodki znajdujace sie w produkcie Cryolock, ktére maja zosta¢ ogrzane, i szybko przenies¢ je z zamrazarki
z LN, do zbiornika napetnionego LN, w celu przygotowania do procedury ogrzewania.

3. Umiesci¢ zbiornik napetniony LN, w poblizu obszaru roboczego i stolika mikroskopowego, aby umozliwi¢ szybkie przenoszenie oocytow/
zarodkow ze zbiornika do roztworu TS w p6zniejszym czasie.

4. Wyja¢ naczynie z roztworem TS z inkubatora nastawionego na temperature 37°C lub zdja¢ z podgrzewanego stolika i umiesci¢ je na stoliku
mikroskopowym; wyregulowaé ostro$¢ mikroskopu.

5. Trzymac gorny koniec korpusu produktu Cryolock szczypcami w taki sposéb, aby etykieta identyfikacyjna byta skierowana w gore.

Opcja A: Szybko, ale delikatnie zdja¢ zatyczke zanurzong w LN, przekrgcajac ja do momentu jej zwolnienia.
Opcja B: Szybko wyjac produkt Cryolock z LN,, a nastepnie szybko zdja¢ zatyczke, delikatnie ja przekrecajac.

UWAGA: Laboratoria powinny odnie$¢ sie do wiasnych procedur i protokotéw. Opcja A nie zostata dopuszczona do stosowania w Stanach

Zjednoczonych.

6.  Bezzwlocznie zanurzy¢ wklgsty koniec produktu Cryolock w roztworze TS o temperaturze 37°C w taki sposéb, aby oocyty/zarodki
byly skierowane w gére. Prowadzac obserwacje pod mikroskopem, ostroznie poruszac¢ produktem Cryolock do momentu odczepienia
oocytéw/zarodoéw od koncowki.

7. Pozostawi¢ oocyty/zarodki na 1 minute w roztworze TS.

8.  Jedli po trzydziestu (30) sekundach od wstepnego zanurzenia oocyty/zarodki unoszq sie na powierzchni roztworu TS, delikatnie
przenie$¢ oocyty/zarodki na dno roztworu TS, uzywajac pipety.

Kroki 9-12 nalezy wykonywa¢ w temperaturze pokojowej (22-27°C).

+ W temperaturze pokojowej: W sposob aseptyczny nanies$¢ jedna (1) kropelke roztworu DS o objetosci 50 pl na sterylng szalke
Petriego (patrz schemat dla produktu Cryolock, Ryc. 2).

9. Przenie$¢ oocyty/zarodki do roztworu DS i inkubowa¢ przez 4 minuty. Aby zagwarantowa¢ doktadne przeptukanie oocytéw/zarodkoéw
roztworem DS, nalezy ostroznie pobrac je pipetg i ponownie poda¢ do roztworu.

UWAGA: Podczas ekspozycji na roztwor DS oocyt/zarodek bedzie skurczony.

10. Podczas 4-minutowej inkubacji w roztworze DS nalezy w sposob aseptyczny nanie$¢ dwie (2) kropelki roztworu WS (WS1, WS2)
0 objetosci 50 i, tak jak to przedstawiono na schemacie.

11. Przenies$¢ oocyty/zarodki do kropelki WS1, a nastepnie do kropelki WS2; inkubowa¢ po 4 minuty w kazdej kropelce, nie zaktocajac ich.

UWAGA: Podczas inkubacji w roztworze WS oocyty/zarodki powinny powiekszy¢ sie do pierwotnego rozmiaru w ciggu 2-3 minut.

12. Przed rozpoczeciem dalszych procedur ogrzane OOCYTY nalezy przenie$¢ do wstepnie zréwnowazonej pozywki hodowlanej
z dodatkiem biatka w stezeniu 20% (stgz. obj.) lub 12 mg/ml w celu ich zregenerowania (inkubowa¢ 2-3 godziny, aby umozliwi¢
ponowne utworzenie wrzeciona).

Z ogrzanymi ZARODKAMI mozna postepowa¢ na dwa sposoby:

a) W celu bezzwiocznego przeniesienia zarodka do ciata pacjentki: przenies¢ ZARODKI do wstepnie zréwnowazonej pozywki
Jtransportowej” z dodatkiem biatka w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml.

b) W celu prowadzenia dalszej hodowli: przenies¢ ZARODKI do wstepnie zréwnowazonej pozywki hodowlanej z dodatkiem biatka
w stezeniu 20% (stez. obj.) lub 12 mg/ml i inkubowa¢ przez 4 godziny w celu ich zregenerowania. Po okresie regeneracji przenies¢
ZARODKI do pozywki hodowlanej z dodatkiem biatka w stezeniu 10% (stez. obj.) i inkubowa¢ do momentu osiggniecia zadanego
stadium rozwojowego w celu przeniesienia zarodka do ciata pacjentki.

Szczegdtowe informacje o wykorzystaniu tych produktéw nalezy zweryfikowa¢ w wewnetrznych procedurach oraz protokotach laboratorium,

ktore opracowano i zoptymalizowano pod katem poszczegéinych programéw medycznych.

INSTRUKCJE DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA | STABILNOSCI

Nieotwarte butelki przechowywa¢ w chtodziarce w temperaturze od 2 do 8°C. Przy przechowywaniu roztworéw zestawu Vitrification Thaw Kit
zgodnie ze wskazdwkami 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 wiasciwosci produktu.

SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Wyréb ten jest przeznaczony do uzytku przez personel przeszkolony w procedurach wspomaganego rozrodu. Procedury te obejmuja 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 identyfikowalnosci, jesli majq one zastosowanie.

Nie uzywac zadnej fiolki z roztworem, ktéra wyglada na uszkodzong, przecieka, jesli w roztworze obecne sg czastki state lub zmetnienie
oraz je$li roztwor zmienit kolor. Zutylizowa¢ produkt zgodnie z obowigzujacymi przepisami.

W celu uniknigcia problemoéw zwigzanych z zanieczyszczeniem z produktem nalezy obchodzi¢ sig, stosujac techniki aseptyczne.

Z dostepnej obecnie literatury naukowej wynika, ze wciaz nie jest znany dtugoterminowy wptyw witryfikacji na oocyty i zarodki.

Nie korzysta¢ z butelek, w przypadku ktérych sterylne opakowanie zostato naruszone.

UE: Standardowe $rodki zapobiegania zakazeniom wynikajacym z uzywania produktéw leczniczych przygotowanych z ludzkiej krwi lub
osocza obejmujg dobdr dawcéw, badania przesiewowe pojedynczych donacji krwi i pul osocza pod wzgledem swoistych znacznikéw zakazen
oraz stosowanie skutecznych krokéw w produkcji w celu inaktywacji/usuwania wiruséw. Mimo to podczas podawania produktow leczniczych
wyprodukowanych z krwi lub osocza ludzkiego nie mozna catkowicie wykluczy¢ mozliwosci przeniesienia czynnikéw zakaznych. Odnosi sig
to takze do nieznanych lub rozwijajacych si¢ wiruséw badz innych patogendw. Nie ma zadnych doniesier o potwierdzonym przeniesieniu
wirusow dla albuminy wytwarzanej w ustalonym procesie, zgodnie ze specyfikacjami Farmakopei Europejskiej. Zdecydowanie zalecane jest,
by kazdorazowo — podczas podawania pacjentce produktow firmy FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. zwigzanych z pozywkami do hodowli
komérek rozrodczych — zapisa¢ nazwe i numer serii produktu, aby zachowa¢ powiazanie pomiedzy pacjentka a serig produktu, ktory otrzymata.
USA: Ten produkt zawiera albuming surowicy ludzkiej (HSA). Materiat pochodzenia ludzkiego uzyty do wyprodukowania tego produktu
byt testowany przy uzyciu zestawéw licencjonowanych przez Agencije ds. Zywnosci i Lekéw oraz okre$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 sa zakazne. Ze wszystkimi
produktami pochodzenia ludzkiego nalezy postepowac tak, jakby mogty przenie$¢ one zakazenie, stosujac uniwersalne $rodki ostroznosci.
Dawcy tych materiatow zrodtowych zostali takze przebadani na obecno$¢ choroby Creutzfeldta-Jacoba (CJD).

PRZECIWWSKAZANIE
Produkt zawiera siarczan gentamycyny. Nalezy zastosowa¢ odpowiednie $rodki ostroznosci w celu upewnienia sig, ze pacjentka nie jest
uczulona na tego rodzaju antybiotyk.
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ROMANA

AVERTIZARE UE: Numai pentru uz profesional.

INDICATIE DE UTILIZARE

Vit Kit-Thaw (Trusa de decongelare dupa vitrificare) este destinat utilizrii in decongelarea ovocitelor vitrificate (MIl), a zigotilor pronucleari
(PN) pentru embrioni in stadiul de clivaj pana in ziua 3 si a embrionilor in stadiul de blastocist care au fost vitrificati utilizand Vitrification
Freeze Kit (Trusa de congelare dupa vitrificare) (Catalog #90133-SO)

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

Thawing Solution-TS este o solutie tamponaté cu HEPES de Medium-199 care contine sulfat de gentamicina, 1,0 M sucroza si 20 % (v/v)
Dextran Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS este o solutie tamponaté cu HEPES de Medium-199 care contine sulfat de gentamicina, 0.5 M sucroza si 20 % (v/v) DSS.
Washing Solution-WS este o solutie tamponata cu HEPES de Medium-199 care contine sulfat de gentamicina si 20 % (v/v) DSS.

DSS este un supliment proteic care consta in 50 mg/ml de albumina sericd umana (HSA) de puritate terapeutica si 20 mg/ml de dextran.
DSS este utilizat la 20 % (v/v) in Vit Kit-Thaw pentru o concentratie finald de 10 mg/ml HSA si 4 mg/ml de dextran.

Aceste trei solutii vor fi folosite in ordinea corespunzatoare, conform protocolului etapizat de incélzire a micropicaturilor.

COMPOZITIE

Saruri si ioni Amida de acid nicotinic Sursa de proteine Prolina Altul
Clorura de sodiu Acid pantotenic Albumina sericd umana  Tirozina Guanina
Fosfat de sodiu Riboflavina Solutii tampon Alaning Hipoxantina
Cloruré de potasiu Piridoxind Carbonat acid de sodiu  Acid aspartic Timina
Sulfat de magneziu Tiamind HEPES Acid glutamic Uracil
Acetat de sodiu Biotina . Izoleucind Xantina
Clorura de calciu Alfa-tocoferol gg;iag feﬂol Leucind Adenozina
Azotat de fier Bisulfit de sodiu i Metionind Sulfat de adenina
Clorura de colina Antioxidant I\Z/IaﬁLQIewle Fenilalanina Deoxiriboza
Vitamine si minerale Glutation anaroza Serina Riboza

; - Dextran Treonini X
Acid ascorbic Antibiotic I _ Apd
Acid aminobenzoic Sulfat de gentamicing  Aminoacizi Triptofan Calitate WFI (water for
Calciferol ' . Arginina Valina injection - apa pentru

e Substraturi energetice Glicina Cisteina P .
Acid folic Glucozi licina istel preparate injectabile)
Acid nicotinic ucoza Histidina Hidroxiprolina

Inozitol Lizina Cistina

ASIGURAREA CALITATII

Solutiile din Vit Kit-Thaw sunt filtrate prin membrana si prelucrate aseptic conform unor procese de fabricatie validate.
Fiecare lot de Vit Kit-Thaw este supus urmatoarelor teste:
Solutii:
Endotoxina prin metoda Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (<0,6 EU/ml)
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.

PENTRU INCALZIREA PAIETEI CRYOTIP UTILIZATE CA SUPORT:

MATERIALE CARE SUNT NECESARE, DAR NU SUNT INCLUSE
+ Conector (Catalog #40736) sau adaptor
+ Vase Petri sterile (50 X 9 mm, Falcon 351006 sau echivalent)
+ Ménusi de unica folosinta
+ Seringa Hamilton GASTIGHT® (50 L) catalog #80901
+ Pipete de transfer (pipete Pasteur din sticla sau varfuri de micropipete cu un diametru interior al varfului de ~200 pm)
+ Pensetd
« Cronometru sau temporizator
+ Rezervor de azot lichid (recipient Dewar sau din polistiren cu capac, volum 1-2 1)
Azot lichid (volum suficient pentru a obtine o adancime de 4 inchi (10 cm) in rezervor)
Foarfece ascutit (steril)
Baie de apd la 37 °C
Mediu de cultura cu proteine, preechilibrat la 37 °C intr-un incubator cu CO, inainte de procedura de decongelare
* Incubator la 37 °C fara CO, sau placa de incélzire.
INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE
Componente Vit Kit-Thaw (la fiecare aplicatie):
+ 50 pl de Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS
+ 1 conector
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PROTOCOL DE INCALZIRE
(PENTRU OVOCITE $I EMBRIONI):

13.
14.

NOTA: Procedurile se vor realiza la temperatura camerei (20-27 °C). NU folositi placa incalzita a microscopului pentru procedurile

de mai jos.

AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului la lumina in timpul manipularilor in solutiile de decongelare.

Aduceti la temperatura camerei (20-27 °C) cantitatea de TS, DS si WS pe care o veti folosi inainte de incalzirea specimenelor vitrificate.

NOTA: Evitati aducerea la temperatura camerei in mod repetat a fiolelor intregi de TS, DS si WS, cand este nevoie de o cantitate

micé de solutie de fiecare data. Este mai bine sa repartizati in pérti alicote cantitatea pe care o veti folosi si s& readuceti fiolele

la 2-8 °C imediat dupé repartizarea in parti alicote.

Umpleti rezervorul de azot lichid cu azot lichid (umplere ~80 %) si asezati- in apropierea congelatorului cu LN, care contine specimenele

care urmeaza sa fie decongelate.

Scoateti tijele cu cupele care contin paietele CryoTip cu specimenele vitrificate din vasul de depozitare cu azot lichid si transferati-le

in rezervorul umplut cu azot lichid.

AVERTIZARE: Asigurati-va ca paietele CryoTip raman scufundate in LN, (in cupd) in timpul transferului din vasul de depozitare

in rezervorul cu LN,, pentru a preveni decongelarea necontrolata a specimenelor.

Asezati rezervorul in apropierea microscopului pentru manipularea rapida.

Etichetati un vas (sau capac) Petri steril cu informatiile necesare.

Rasturnati usor fiecare fiold de TS, DS si WS de doua ori pentru a amesteca continutul inainte de utilizare.

Pregatiti vasul cu picaturi de solutii pentru protocolul de incalzire, dupd cum urmeaza:

Distribuiti aseptic o secventa de 2 micropicaturi pe un capac intors al unui vas Petri, asa cum se arata in figura 1, si asezati vasul

pe placa microscopului:

* 0 picatura de -50 pl de TS
* 0 picatura de -50 pl de DS
+ (Doua picaturi de WS vor fi pregatite ulterior, la pasul 11)

Asezati baia de apa la 37 °C in apropierea microscopului. Trebuie s aveti la indemana urmétoarele: o pipeta de transfer si varfuri,

foarfece ascutit steril, seringd Hamilton si lavete sterile.

Utilizand penseta (sau clestele), extrageti o paietd CryoTip din tija scufundata in azot lichid, scufundati rapid paieta CryoTip in baia

de apéd la 37 °C (= 500 ml) si agitati usor timp de 3 secunde pentru incélzire (vezi figura 2) la + 24.000 °C/min.

Distribuiti rapid continutul paietei CryoTip dup& cum urmeaza (vezi figura 3):

+  Uscati rapid paieta CryoTip cu o laveta sterild

+Indepértati mansonul metalic de protectie

+ Taiati sigiliul de pe capétul lat al paietei CryoTip la gradatia a 4-a

+ Atasati capétul lat al paietei CryoTip bine fixat la seringa Hamilton sau la un instrument de aspirare corespunzator, utilizand
un conector sau un adaptor.

NOTA: Ridicati pistonul seringii aproximativ 0,5 inchi (1,3 cm) inainte de a atasa seringa la conector si la paieta CryoTip.

+  Uscati varful fin prin stergere usoara cu o laveta sterila.

+ Cu paieta CryoTip pozitionata peste vasul de decongelare pregétit, tdiati rapid sigiliul de la gradatia a 2-a a varfului fin si distribuiti
continutul paietei CryoTip sub forma unei mici picaturi (~ 1 pl) intr-o zond uscata a vasului, deasupra picaturii de TS (vezi figura 4).
NOTA: EVITATI FORMAREA DE BULE ATUNCI CAND DISTRIBUITI CONTINUTUL.

Inglobati picatura de TS in continutul paietei CryoTip si permiteti amestecul treptat timp de 1 minut (vezi figura 4).

Nota: specimenele se vor contracta si vor pluti la suprafata picaturii.

NOTA: dupé fiecare transfer al specimenului/specimenelor, eliminati orice reziduuri de lichid din pipeta de transfer si extrageti putina

solutie din urmatoarea picatura inainte de urmatoarea manipulare. Evitati formarea de bule in timpul transferurilor.

Extrageti o cantitate micé de DS in pipeta de transfer si transferati specimenul/specimenele din picatura de TS cu un volum minim

in picdtura de DS, timp de 4 minute.

NOTA: Specimenul va rimane contractat in timpul expunerii la DS.

IN ACEST TIME, PREGATITI CELE DOUA PICATURI DE 50 ul DE WS (WS1, WS2), ASA CUM SE ARATA IN FIGURA 4.

Transferati specimenul/specimenele in picatura de WS (WS1) timp de 4 minute.

NOTA: Specimenul/specimenele ar trebui s se extinda din nou la dimensiunea initiala odaté aflate in WS timp de 2-3 minute.

Apoi transferati specimenul/specimenele in a doua picaturd de WS (WS2) timp de 4 minute.

Transferati OVOCITUL/OVOCITELE incalzite intr-un mediu de cultura preechilibrat cu supliment proteic 20 % (v/v) sau 12 mg/ml

pentru recuperare (2-3 ore pentru a permite reformarea fusului de diviziune) fnainte de manipularile ulterioare.

Exista doua optiuni pentru EMBRIONUL/EMBRIONII incélziti:

a) Pentru transferul imediat la pacient: transferati EMBRIONUL/EMBRIONII in mediul de transfer preechilibrat care contine supliment
proteic 20 % (v/v) sau 12 mg/ml.

b) Pentru o culturd ulterioara: transferati EMBRIONUL/EMBRIONII in mediul de cultura preechilibrat care contine supliment proteic
20 % (v/v) sau 12 mg/ml si lasati-i o perioada de recuperare de 4 ore. Dupa perioada de recuperare, transferati EMBRIONUL/
EMBRIONII in mediul de culturd cu 10 % (v/v) proteine si incubati corespunzétor pana cand se atinge stadiul de dezvoltare dorit
pentru transferul la pacient.

PENTRU iNCALZIREA DISPOZITIVULUI HSV UTILIZAT CA SUPORT:
MATERIALE CARE SUNT NECESARE, DAR NU SUNT INCLUSE

Vas steril cu 4 godete (Nunc 179830, 144444 sau echivalent) sau vas de culturd pentru organe (BD Falcon 353037)
Ménusi de unica folosinta

Pipete de transfer

Penseta

Cronometru sau temporizator

Rezervor cu azot lichid

Azot lichid

Foarfece, cleste Knipex sau alt tip de dispozitiv de taiere a sarmei

Mediu de cultura cu proteine, preechilibrat la 37 °C ntr-un incubator cu CO, inainte de procedura de decongelare
Incubator la 37 °C fara CO, sau placé de incalzire.
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INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Componente Vit Kit-Thaw (la fiecare aplicatie):
+ 250 pl de Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS

PROTOCOL DE INCALZIRE

(PENTRU OVOCITE $1 EMBRIONI):

NOTA: Pasii de ncélzire presupun scufundarea dispozitivului in TS la 37 °C si apoi diluarea si spalarea in DS si WS la tempe-
ratura camerei

1. Pregatiti vasele de incalzire (asa cum se aratd in diagrama dispozitivului HSV):

+ La 37 °C: Distribuiti aseptic 250 pl de TS intr-un vas steril cu 4 godete sau un vas de cultura pentru organe si introduceti vasul
intr-un incubator fara CO, la 37 °C sau asezati-l pe o placa de incalzire cel putin 30 de minute inainte de procedura de incalzire
NOTA: Pentru ovocite, distribuiti cel putin 1 ml de TS.

2. Identificati paieta/paietele HSV care trebuie s fie incalzite din vasul de depozitare cu LN, si transferati-le rapid in rezervorul umplut
cu LN, in pregatirea pentru procedura de incalzire.

3. Asezati rezervorul cu LN, in apropierea microscopului pentru manipularea ulterioara rapida.

4. Scoateti vasul cu TS din incubatorul la 37 °C sau indepartati-l de pe placa de incélzire si puneti-l sub obiectivul microscopului deasupra
placii microscopului.

5. Ridicati paieta suficient pentru a expune tija de manevrare coloraté. Asigurati-va ca mentineti capatul cu specimenul/specimenele
scufundat in LN,

6.  Utilizati un cleste Knipex (sau un alt dispozitiv de taiere a srmei) pentru a taia paieta la inaltimea tijei de manevrare colorate. Ghidajul
de culoare rosie pentru lungimea de taiere de pe clestele Knipex trebuie sa fie pozitionat la lungimea maxima sau sa fie indepértat.
+In mod alternativ, rotiti paieta cu degetele in timpul efectuérii miscarilor de taiere cu foarfecele, la 10 mm sub partea superioara

a tijei de manevrare colorate.

7. Cu o miscare rapida dar controlatd, prindeti repede tija de manevrare si extrageti-o din paieta.

8.  Scufundati imediat santul paietei in TS la 37 °C si agitati usor pentru ca specimenele sa se desprinda de dispozitiv si lasati-l timp
de 1 minut.

Pasii 9-12 trebuie efectuati la temperatura camerei (22-27 °C).

+ Latemperatura camerei: Distribuiti aseptic o (1) picatura de 50 pl de DS intr-un vas Petri steril.

9.  Extrageti o cantitate mica de DS in pipeta de transfer si transferati specimenul/specimenele din picétura de TS cu un volum minim

in picatura de DS, timp de 4 minute.

NOTA: Specimenul va rimane contractat in timpul expunerii la DS.

IN ACEST TIMP, PREGATITI CELE DOUA PICATURI DE 50 pl DE WS (WS1, WS2), ASA CUM SE ARATA IN DIAGRAMA
DISPOZITIVULUI HSV.

10. Transferati specimenul/specimenele in picdtura de WS (WS1) timp de 4 minute.

NOTA: Specimenul/specimenele ar trebui sé se extinda din nou la dimensiunea initiala odaté aflate in WS timp de 2-3 minute.

11, Apoi transferati specimenul/specimenele in a doua picaturd de WS (WS2) timp de 4 minute.

12. Transferati OVOCITUL/OVOCITELE fincélzite intr-un mediu de cultura preechilibrat cu supliment proteic 20 % (v/v) sau 12 mg/ml
pentru recuperare (2-3 ore pentru a permite reformarea fusului de diviziune) inainte de manipularile ulterioare.

Exista doua optiuni pentru EMBRIONUL/EMBRIONII incélziti:

a) Pentru transferul imediat la pacient: transferati EMBRIONUL/EMBRIONII in mediul de transfer preechilibrat care contine supliment
proteic 20 % (v/v) sau 12 mg/ml.

b) Pentru o cultura ulterioara: transferati EMBRIONUL/EMBRIONII in mediul de culturé pre-echilibrat care contine supliment proteic
20 % (v/v) sau 12 mg/ml si lasati-i o perioada de recuperare de 4 ore. Dupa perioada de recuperare, transferati EMBRIONUL/
EMBRIONII in mediul de cultura cu 10 % (v/v) proteine si incubati corespunzator pana cand se atinge stadiul de dezvoltare dorit
pentru transferul la pacient.

NOTA: Ovocitele recuperate trebuie sa fie fertilizate prin metoda ICSI pentru fertilizare optimé dupa vitrificare.

PENTRU INCALZIREA PAIETEI CRYOLOCK™ UTILIZATE CA SUPORT:

MATERIALE CARE SUNT NECESARE, DAR NU SUNT INCLUSE

+ Vas steril cu 4 godete sau vase Petri mici (35 X 10 mm sau echivalent)

*+ Manusi de unica folosinta

Pipete de transfer

Cronometru sau temporizator

Rezervor cu azot lichid

Azot lichid

Mediu de cultura cu proteine, preechilibrat la 37 °C intr-un incubator cu CO, inainte de procedura de decongelare.
Incubator la 37 °C fara CO, sau placé de incalzire.

Forceps

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Componente Vit Kit-Thaw (la fiecare aplicatie):
+ 1 mlde Thawing Solution-TS
+ 50 pl de Dilution Solution-DS
+ 100 pl de Washing Solution-WS

PROTOCOL DE iNCALZIRE
NOTA: Pasii de incélzire presupun scufundarea dispozitivului in TS la 37 °C si apoi diluarea si spalarea in DS si WS la temperatura camerei
1. Pregatiti vasul de decongelare (asa cum se arata in diagrama Cryolock, figura 1):
+  La 37 °C: Distribuiti aseptic un volum minim de 1 ml de TS si incélziti la 37 °C intr-un incubator fard CO, sau pe o placé de incélzire
timp de cel putin 30 de minute Tnainte de a incepe procedura de incalzire.
2. Identificati proba/probele Cryolock care trebuie sa fie incalzite si transferati-le rapid din vasul de depozitare cu LN, intr-un rezervor
de retinere umplut cu LN, in pregétirea procedurii de incélzire.
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3. Punetirezervorul de retinere umplut cu LN, in imediata apropiere a zonei de lucru si a placii microscopului pentru a obtine o manipulare
ulterioara rapida din rezervor in TS.
4. Scoateti vasul cu TS din incubatorul la 37 °C sau indepartati-l de pe placa de incélzire si puneti-l sub obiectivul microscopului deasupra
placii microscopului.
5. Utilizand forcepsul, tineti capatul superior al corpului Cryolock cu eticheta de identificare orientata in sus.
Optiunea A: Indepartati rapid dar usor capacul in LN,, rasucind pana cand acesta se desface.
Optiunea B: Scoateti rapid Cryolock din LN, apoi mdepartau rapid capacul prin rasucire usoara.
NOTA: Laboratorul trebuie sa isi consulte proprule proceduri si protocoale. Optiunea A nu a fost aprobata pentru a fi utilizata in S.U.A.
6.  Scufundati imediat varful concav al Cryolock, cu specimenul/specimenele orientate in sus, in TS la 37 °C. Sub observare la microscop,
miscati usor Cryolock pané cand specimenul/specimenele se desprind de varf.
7.  Lasati specimenul/specimenele in TS timp de 1 minut in total.
8. Latreizeci (30) de secunde dupa scufundarea initiald, preluati usor cu pipeta specimenul/specimenele daca plutesc si asezati-le pe
fundul TS.
Pasii 9-12 trebuie efectuati la temperatura camerei (22-27 °C).
+ Latemperatura camerei: Distribuiti aseptic o (1) picéturd de 50 pl de DS intr-un vas Petri steril (vezi diagrama Cryolock, figura 2).
9.  Transferati specimenul/specimenele in DS si lasati-le timp de 4 minute. Picurati usor cu pipeta pe specimene o singurd data ca sa
va asigurati ca le clatiti complet in DS.
NOTA: Specimenul va ramane contractat in timpul expunerii la DS.
10. Tn timpul celor 4 minute de expunere in DS, distribuiti aseptic doud (2) picaturi de 50 pl de WS (WS1, WS2) asa cum se arata
n diagrama
1. Transferati specimenul/specimenele in WS1, apoi in WS2 si lasati-le cate 4 minute in fiecare, faré a le agita.
NOTA: Specimenul/specimenele ar trebui s se extindé din nou la dimensiunea initiala odaté aflate in WS timp de 2-3 minute.
12. Transferati OVOCITUL/OVOCITELE incélzite intr-un mediu de culturd preechilibrat cu supliment proteic 20 % (v/v) sau 12 mg/mi
pentru recuperare (2-3 ore pentru a permite reformarea fusului de diviziune) inainte de manipularile ulterioare.
Existd doua optiuni pentru EMBRIONUL/EMBRIONII incalziti:
a) Pentru transfer imediat la pacient: transferati EMBRIONUL/EMBRIONII in mediul de ,transfer” preechilibrat care contine supliment
proteic 20 % (v/v) sau 12 mg/ml.
b) Pentru o culturd ulterioara: transferati EMBRIONUL/EMBRIONII in mediul de culturé pre-echilibrat care contine supliment proteic
20 % (vlv) sau 12 mg/ml si lasati-i o perioada de recuperare de 4 ore. Dupa perioada de recuperare, transferati EMBRIONUL/
EMBRIONII in mediul de cultura cu 10 % (v/v) proteine si incubati corespunzator pana cand se atinge stadiul de dezvoltare dorit
pentru transferul la pacient.
Pentru detalii suplimentare privind folosirea acestor produse, fiecare laborator trebuie sa isi consulte propriile proceduri si protocoale,
care au fost elaborate si optimizate special pentru programul dvs. medical individual.

INSTRUCTIUNI PENTRU PASTRARE Sl STABILITATE

Pastrati fiolele nedeschise refrigerate la temperaturi intre 2 si 8 °C. Cand sunt depozitate conform instructiunilor, solutiile Vit Kit-Thaw sunt
stabile pana la data expirarii indicata pe etichetele fiolelor.

Nu folositi mediile mai mult de opt (8) saptamani 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.

PRECAUTII $I AVERTISMENTE

Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat de cétre 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.

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 reglementarile aplicabile.

Pentru a evita problemele legate de contaminare, manevrati folosind tehnici aseptice.

in prezent, literatura de specialitate araté ca efectele pe termen lung ale vitrificarii asupra ovocitelor si embrionilor raman necunoscute.
Nu utilizati niciun flacon al c&rui ambalaj steril a fost deteriorat.

UE: Mésurile standard de prevenire a infectiilor care apar din cauza folosirii produselor medicinale preparate din sdnge uman sau plasma
umand presupun selectarea donatorilor, analizarea donatiilor individuale si a bancilor de plasma pentru depistarea markerilor specifici de
infectii si includerea unor etape de fabricatie eficiente pentru anihilarea/eliminarea virusurilor. In ciuda acestora, cand se administreaz
produse medicale preparate din sange uman sau plasma umana, posibilitatea de a se transmite agenti infectiosi nu poate fi excluséd
in totalitate. Acest lucru este valabil si pentru virusurile necunoscute sau noi si alti agenti patogeni. Nu s-au raportat cazuri de transmitere
dovedité de virusuri prin albumina fabricata prin procedee conventionale in conformitate cu specificatiile Farmacopeei Europene. Recomandam
insistent ca, de fiecare data cand se administreaza unui pacient produse de tip medii de cultura pentru proceduri de reproducere FUJIFILM
Irvine Scientific, Inc., s& se consemneze numele si numarul de lot al produsului, pentru a mentine o legétura intre pacient si lotul produsului.
SUA: Acest produs contine albumind sericd umana (HSA). Materialul din surse umane folosit |a 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 ofera siguranta deplina ca produsele derivate din surse umane nu sunt infectioase. Manevrati toate materialele
din surse umane ca si cum ar putea sa transmité infectii, aplicand 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 gentamicina. 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 fér professionellt bruk.

INDIKATIONER
Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) &r avsett att anvandas for upptining av vitrifierade oocyter (MIl), prokarna-zygoter (PN) t.0.m. embryon
i klyvningsfas dag 3 och embryon i blastocyststadium, som har vitrifierats med anvandning av Vitrification Freeze Kit (katalognr 90133-SO)

PRODUKTBESKRIVNING

Thawing Solution-TS &r en HEPES-buffrad I6sning av Medium-199 som innehaller gentamicinsulfat, 1,0 M sukros och 20 % (v/v) Dextran
Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS &r en HEPES-buffrad 16sning av Medium-199 som innehaller gentamicinsulfat, 0,5 M sukros och 20 % (v/v) DSS.
Washing Solution-W$ &r en HEPES-buffrad I6sning av Medium-199 som innehaller gentamicinsulfat och 20 % (v/v) DSS.

DSS ar en proteintillsats bestaende av 50 mg/ml humant serumalbumin (HSA) av terapeutisk kvalitet samt 20 mg/ml dextran. DSS anvénds
vid 20 % (v/v) i Vit Kit-Thaw for en slutlig koncentration pa 10 mg/ml HSA och 4 mg/ml dextran.

Dessa tre lésningar ska anvandas i ordningsféljd enligt protokollet fér stegvis uppvarmning av mikrodroppar.
SAMMANSATTNING

Salter och joner Niacin Proteinkélla Lysin Hydroxiprolin
Natriumklorid Pantotensyra Humant serumalbumin Prolin Cystin
Nat.riumfos.fat Ribpfla\(in Buffertar Tyro§in Ovrigt
Kahumk!ond P_ynd_oxm Natriumbikarbonat Alanin ) Guanin
magnesmmsulfat gl_amm HEPES ngaragmsyra Hypoxantin
atriumacetat iotin o utaminsyra Tymin
Kalciumklorid Alfa-tokoferol pHtindikator |nd.|‘kator Isoleucin il
ul (ORDIRIVL Fenolrott ; Uraci
Ferrinitrat Natriumbisulfit Mak ekl Leucin Xantin
Kolinklorid Antioxidant Hskrrgsmoe et Metionin Adenosin
Vitaminer och mineraler ~ Glutation 5 Fenylalanin Adenosinsulfat
n o extran Serin -
Askorbinsyra Antibiotikum ) ' Deoxiribos
Aminobensoesyra Gentamicinsulfat ATIos;100 Treonin Ribos
: Arginin Tryptofan
Kalciferol ; ) Vatten
Energisubstrat Glycin valin
Folsyra Gluk lyein ) Vatten for injektion (WFI)
Nikotinsyra ukos Histidin Cystein

Inositol

KVALITETSSAKRING
Losningarna i Vit Kit-Thaw & membranfiltrerade och aseptiskt bearbetade enligt validerade tillverkningsforfaranden.
Varje lot Vit Kit-Thaw utsatts for foljande tester:
Losningar:

Endotoxin, med anvandning av LAL-metod (Limulus Amebocyte Lysate) (< 0,6 EU/ml)

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.

FOR UPPVARMNING AV CRYOTIP SOM BARARE:

MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER
+  Sprutkoppling (katalognr 40736) eller adapter
+  Sterila petriskalar (50 X 9 mm, Falcon 351006 eller motsvarande)
+ Engéngshandskar
+ Hamilton GASTIGHT® spruta (50 ul) katalognr 80901
+ Transferpipetter (glaspipetter med utdragen spets eller mikropipettspetsar med en inre spetsdiameter pa cirka 200 pm)
*  Pincetter
« Tidtagarur eller timer
+ Behallare med flytande kvéve (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)
+ Vass sax (steril)
« 37 °C vattenbad
+ Odlingsmedium med protein, férekvilibrerat till 37 °C i CO,-inkubator fore upptiningsforfarandet
+ 37 °C inkubator utan CO,, eller varmeplatta.
BRUKSANVISNING
Vit Kit-Thaw-komponenter (per applikation):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
+ 1 sprutkoppling
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UPPVARMNINGSPROTOKOLL
(FOR OOCYTER OCH EMBRYON):

o

13.
14.

ANM: Procedurerna maste utforas vid rumstemperatur (20-27 °C). Uppvérmt korsbord pa mikroskop far INTE anvéndas till féljande
procedurer.
FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparaten for ljus under manipulering i upptiningsldsningarna.
Lat de volymer av TS, DS och WS som ska anvandas uppna rumstemperatur (20-27 °C) fore uppvérmning av vitrifierade preparat.
ANM: Undvik att upprepade génger lata hela ampullerna med TS, DS och WS uppna rumstemperatur nar bara en liten mangd
av l6sningen behovs varje gang. Det 4r battre att alikvotera den volym som ska anvandas och genast satta tilloaka ampullerna i kylskapet
vid 2-8 °C efter alikvotering.
Fyll behallaren for flytande kvave med flytande kvéve (tills den &r cirka 80 % full) och placera den néra intill frysen med flytande kvave
som innehaller preparaten som ska tinas.
Ta ut hdllarna med kopparna som innehdller CryoTip med vitrifierade preparat ur forvaringen med flytande kvave och Gverfor dem till
bghéllaren fylld med flytande kvéve.
FORSIKTIGHET! Sékerstall att CryoTip forblir nedsankt i flytande kvéve (i koppen) under dverféringen fran forvaringen till behallaren
med flytande kvéve s att okontrollerad upptining av preparaten forhindras.
Placera behdllaren nara intill mikroskopet fér snabb manipulering.
Mark en steril petriskal (eller lock) med nddvandig information.
Vvand varje ampull med TS, DS och WS forsiktigt tva ganger for att blanda innehallet fore anvandning.
Forbered en skl med droppar av I6sning for uppvarmningsprotokollet pa foljande sétt:
Dispensera aseptiskt en sekvens med 2 mikrodroppar pd ett upp-och-nedvént lock fran en steril petriskal, s& som visas i figur 1,
och placera skélen p& mikroskopets korshord:
+ en 50 pl-droppe TS
« en 50 pl-droppe DS
« (Tva droppar WS kommer att dispenseras senare i steg 11)
Placera 37 °C-vattenbadet néra intill mikroskopet. Ha foljande néra till hands: en transferpipett och spetsar, steril vass sax, Hamilton-
spruta och sterila torkdukar.
Anvand pincett (eller tang) till att ta upp den specifika CryoTip ur hallaren i flytande kvéve och sénk snabbt ned CryoTip
i 37 °C-vattenbadet (= 500 ml) och snurra runt det forsiktigt i 3 sekunder for att varma det (se figur 2) med en uppvarmningshastighet
pa +24 000 °C/min.
Dispensera snabbt CryoTip-innehallet pa foljande sétt (se figur 3):
+ Torka snabbt CryoTip torr med en steril torkduk
+ Avlagsna skyddshylsan av metall
+ Kapa forseglingen i CryoTips breda énde vid markering nr 4
+ Anslut CryoTips breda &nde stadigt till Hamilton-sprutan eller ett lampligt aspireringsinstrument med hjélp av en sprutkoppling
eller adapter.
ANM: Lyft upp sprutkolven cirka 0,5 tum (1,3 cm) innan du ansluter sprutan till sprutkopplingen och CryoTip.
+ Torka forsiktigt den fina spetsen torr med en steril torkduk.
+Med CryoTip positionerad dver den férberedda upptiningsskalen, kapa snabbt forseglingen vid markering nr 2 i den fina spetsanden
och dispensera CryoTip-innehallet som en liten droppe (cirka 1 pl) pa ett torrt omrade i skalen ovanfér TS-droppen (se figur 4).
ANM: UNDVIK BUBBELBILDNING NAR INNEHALLET DISPENSERAS.
Sammanfor TS-droppen med CryoTip-innehallet och lat blandning ske gradvis under 1 minut (se figur 4).
Anm: Preparaten kommer att krympa ihop och flyta ovanpa droppen.
ANM: Efter varje dverféring av preparat, blas ut all kvarvarande vétska ur transferpipetten och dra upp lite l6sning frén nésta droppe
fore nasta manipulering. Undvik bubbelbildning under 6verféringarna.
Dra upp lite DS i transferpipetten och dverfor preparatet(n) fran TS-droppen med minimal volym till DS-droppen och lat det(dem)
ligga i 4 minuter.
ANM: Preparatet kommer att forbli hopsjunket under exponeringen for DS.
UNDER DENNA TID, DISPENSERA DE TVA 50 pul-DROPPARNA AV WS (WS1, WS2), SA SOM VISAS | FIGUR 4.
Overfor preparatet(-en) till WS-droppen (WS1) och It det(dem) ligga i 4 minuter.
ANM: Preparatet(-en) bér aterexpanderas till ursprunglig storlek inom 2-3 minuter | WS.
Overfor dérefter preparatet(-en) till den andra WS-droppen (WS2) och lat det(dem) ligga i 4 minuter.
Overfor den(de) uppvarmda OOCYTEN(-ERNA) till forekvilibrerat odlingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats eller 12 mg/ml for
aterhamtning (2-3 timmar sa att karnspolen hinner aterskapas) fore efterfoljande manipuleringar.
Det finns tva alternativ fér uppvarmt(-da) EMBRYO(N):
a) Foromedelbar aterforing till patienten: Overfor EMBRYOT(-NA) till forekvilibrerat dverforingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats
eller 12 mg/ml.
b) For fortsatt odling: Overfor EMBRYOT(-NA) till forekvilibrerat odlingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats eller 12 mg/ml for
en 4-timmars aterhamtningsperiod. Efter aterhdmtningsperioden, dverfor EMBRYOT(-NA) till odlingsmedium med 10 % (v/v) protein
och inkubera tills 6nskat utvecklingsstadium har uppnatts fér aterféring till patienten.

FOR UPPVARMNING AV HSV-STRA SOM BARARE:
MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER

Steril skal med 4 brunnar (Nunc 179830, 144444 eller likvardig) eller en skal for organodling (BD Falcon 353037)
Engéngshandskar

Transferpipetter

Pincetter

Tidtagarur eller timer

Behéllare med flytande kvéve

Flytande kvéve

Sax, Knipex-tang eller annat verktyg for tréadkapning

Odlingsmedium med protein, forekvilibrerat till 37 °C i CO,-inkubator fore upptiningsforfarandet

37 °C inkubator utan CO,, eller varmeplatta.
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BRUKSANVISNING
Vit Kit-Thaw-komponenter (per applikation)

+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

UPPVARMNINGSPROTOKOLL
(FOR OOCYTER OCH EMBRYON):

7.
8.

ANM: Uppvérmningsstegen omfattar nedsankning av enheten i 37 °C TS och efterfdljande spédning och tvattning i DS och WS vid

rumstemperatur

Gor iordning uppvarmningsskalarna (sa som visas i diagrammet for HSV-stra):

+ Vid 37 °C: Dispensera aseptiskt 250 pl TS i en steril sk&l med 4 brunnar eller en organodlingsskal och placera den i en 37 °C
inkubator utan CO, eller p& en varmeplatta i minst 30 minuter fore uppvarmningsproceduren.

ANM: For oocyter, dispensera minst 1 ml TS.

Identifiera det(de) HSV-stra(n) som ska varmas upp fran férvaringen i flytande kvéve och dverfor dem snabbt till behallaren fylld med

flytande kvave fér att forbereda fér upptiningsproceduren.

Placera behallaren med flytande kvave néra intill mikroskopet fér efterféljande snabb manipulering.

Ta ut skalen med TS ur 37 °C-inkubatorn eller ta av den fran varmeplattan och placera den i fokus pa mikroskopets korsbord.

Lyft straet s& mycket att den fargade hanteringsstaven blir synlig. Sakerstall att &nden med preparatet(n) forblir nedsénkt i det

flytande kvévet.

Anvénd en Knipex-tang (eller annat tradkapande verktyg) till att kapa straet i hojd med den fargade hanteringsstaven. Den roda kapnings-

langdguiden pa Knipex-tdngen ska positioneras i det maximala langdlaget eller tas bort.

+  Alternativt kan man snurra strdet med tummen och fingrarna medan man klipper med en sax, 10 mm under toppen pa den fargade
hanteringsstaven.

Greppa hanteringsstaven med en snabb men kontrollerad rérelse och dra ut den ur straet.

Sank omedelbart ned faran pa hanteringsstaven i 37 °C TS och snurra den forsiktigt for att Iosgora preparaten fran enheten och lamna

kvar den i 1 minut.

Steg 9-12 maste utforas vid rumstemperatur (22-27 °C).

9.

1.
12.

+ Vid rumstemperatur: Dispensera aseptiskt en (1) 50 pl-droppe DS i en steril petriskal.

Dra upp lite DS i transferpipetten och verfor preparatet(n) fran TS-droppen med minimal volym till DS-droppen och lat det(dem)

ligga i 4 minuter.

ANM: Preparatet kommer att forbli hopsjunket under exponeringen for DS. ;

UNDER IZ;&ENNA TID, DISPENSERA DE TVA 50 pul-DROPPARNA AV WS (WS1, WS2), SA SOM VISAS | DIAGRAMMET FOR

HSV-STRA.

Overfor preparatet(-en) till WS-droppen (WS1) och Iat det(dem) ligga i 4 minuter.

ANM: Preparatet(-en) bor aterexpanderas till ursprunglig storlek inom 2-3 minuter | WS.

Overfor darefter preparatet(-en) till den andra WS-droppen (WS2) och lat det(dem) ligga i 4 minuter.

Overfor den(de) uppvarmda OOCYTEN(-ERNA) till férekvilibrerat odlingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats eller 12 mg/ml fér

aterhamtning (2-3 timmar sa att karnspolen hinner aterskapas) fore efterfoljande manipuleringar.

Det finns tva alternativ fér uppvarmt(-da) EMBRYO(N):

a) Foromedelbar aterforing till patienten: Overfér EMBRYOT(-NA) till forekvilibrerat Gverforingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats
eller 12 mg/ml.

b) Fér fortsatt odling: Overfor EMBRYOT(-NA) till férekvilibrerat odlingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats eller 12 mg/ml for
en 4-timmars aterhamtningsperiod. Efter aterhamtningsperioden, dverfor EMBRYOT(-NA) till odlingsmedium med 10 % (v/v) protein
och inkubera tills 6nskat utvecklingsstadium har uppnatts for aterforing till patienten.

ANM: Aterhamtade oocyter maste fertiliseras med anvandning av intracytoplasmatisk spermieinjektion (ICSI) for optimal fertilisering

efter vitrifiering.

FOR UPPVARMNING AV CRYOLOCK™ SOM BARARE:
MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER

.
.
.
.
.
.
.
.
.

Steril skal med fyra brunnar eller sterila sma petriskalar (35 X 10 mm eller motsvarande)
Engéngshandskar

Transferpipetter

Tidtagarur eller timer

Behéllare med flytande kvave

Flytande kvéave

Odlingsmedium med protein, forekvilibrerat till 37 °C i CO,-inkubator fére upptiningsforfarandet
37 °C inkubator utan CO,, eller varmeplatta

Téng

BRUKSANVISNING
Vit Kit-Thaw-komponenter (per applikation)

+ 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

UPPVARMNINGSPROTOKOLL
ANM: Uppvarmningsstegen omfattar nedsankning av enheten i 37 °C TS och efterfoljande spadning och tvéttning i DS och WS vid
rumstemperatur

1.

2.

Gor iordning upptiningsskalen (s& som visas i Cryolock-diagrammet, figur 1):

* Vid 37 °C: Dispensera aseptiskt en volym p& minst 1 ml TS och varm den till 37 °C i en inkubator utan CO, eller pa en varmeplatta
i minst 30 minuter fore uppvarmningsproceduren.

Identifiera det(de) Cryolock-preparat som ska varmas upp och 6verfor dem snabbt fran forvaringen i flytande kvave till en behallare

fylld med flytande kvave fér att férbereda fér uppvarmningsproceduren.
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3. Placera behllaren fylld med flytande kvéve néra intill arbetsytan och mikroskopets korsbord sé att den efterféljande forflyttningen
fran behallaren till TS kan ske snabbt.
Ta ut skalen med TS ur 37 °C-inkubatorn eller ta av den fran véarmeplattan och placera den i fokus pd mikroskopets korshord.
5. Hall den 6vre delen av Cryolock med en tdng s att den identifierande etiketten &r vénd uppat.
Alternativ A: Ta snabbt men varsamt av locket under flytande kvéve genom att vrida delarna tills det lossnar.
Alternativ B: Ta snabbt ut Cryolock ur det flytande kvdvet och ta sedan snabbt av locket med en varsam vridrorelse.
ANM: Laboratoriet bor konsultera sina egna rutiner och protokoll. Alternativ A &r inte godkant for anvandning i USA.
6.  Sank omedelbart ned den konkava spetsen pa Cryolock, med preparatet(n) véanda uppat, i 37 °C TS-losningen. Forflytta forsiktigt
Cryolock under observation i mikroskopet tills preparatet(n) har 16sgjorts fran spetsen.
7.  Lat preparatet(-en) ligga i sammanlagt 1 minut i TS-I6sningen.
8. 30 sekunder efter att preparatet(-en) initialt sankts ned i TS, pipettera det(dem) varsamt om det(de) flyter och for ner det(dem) till

TS-lésningens botten.

Steg 9-12 maste utforas vid rumstemperatur (22-27 °C).

+Vid rumstemperatur: Dispensera aseptiskt en (1) 50 pl-droppe DS i en steril petriskal (se Cryolock-diagrammet, figur 2).

9. Overfor preparatet(-en) till DS och lat det(dem) ligga i 4 minuter. Pipettera preparaten en gang for att sékerstélla att de skéljs fullstandigt
iDS.

ANM: Preparatet kommer att forbli hopsjunket under exponeringen for DS.

10.  Under den 4 minuter langa exponeringen for DS, dispensera aseptiskt tva (2) 50 pl-droppar WS (WS1, WS2) sa som visas i diagrammet.

11, Overfér preparatet(-en) till WS1 och sedan till WS2 fér 4 minuter i vardera och lat det(dem) ligga ostérda.

ANM: Preparatet(-en) bér aterexpanderas till ursprunglig storlek inom 2-3 minuter i WS.

12. Overfor den(de) uppvarmda OOCYTEN(-ERNA) till forekvilibrerat odlingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats eller 12 mg/ml fér
aterhamtning (2-3 timmar sa att karnspolen hinner aterskapas) fore efterfoljande manipuleringar.

Det finns tva alternativ for uppvarmt(-da) EMBRYO(N):

a) Foromedelbar aterforing till patienten: Overfér EMBRYOT(-NA) till forekvilibrerat Gverforingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats
eller 12 mg/ml.

b) Fér fortsatt odling: Overfor EMBRYOT(-NA) till férekvilibrerat odlingsmedium med 20 % (v/v) proteintillsats eller 12 mg/ml for
en 4-timmars aterhamtningsperiod. Efter aterhamtningsperioden, dverfor EMBRYOT(-NA) till odlingsmedium med 10 % (v/v) protein
och inkubera tills 6nskat utvecklingsstadium har uppnatts for aterforing till patienten.

For ytterligare information om anvéndning av dessa produkter bér varje laboratorium konsultera sina egna laboratorieférfaranden och
-protokoll som utvecklats och optimerats sarskilt fér det egna medicinska programmet.

FORVARINGSANVISNINGAR OCH HALLBARHET

Ooppnade ampuller ska forvaras i kylskdp vid 2-8 °C.Vid férvaring enligt anvisningarna ar Vitrification Thaw Kit-lssningarna hallbara fram
till det utgéngsdatum som anges pa ampulletiketterna.

Medierna far inte anvandas under langre tid an atta (8) veckor efter att behallarna har 6ppnats.

Eftersom produkten innehaller material av humant ursprung kan partiklar eventuellt bildas under forvaring. Sadana partiklar har inte visats
utéva ndgon effekt pd produktens funktion.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

Denna produkt &r avsedd att anvandas av personal med utbildning i procedurer for assisterad befruktning. Dessa procedurer innefattar
den avsedda tillampning som denna produkt &r avsedd fér.

Den institution dar denna produkt anvénds ansvarar for att upprétthalla produktens spérbarhet och méste félja nationella forordningar
avseende sparbarhet dar sa ar tillampligt.

Anvind inga ampuller med Igsning som uppvisar tecken pa skador, lackage, partiklar, grumling eller fargférandring. Kassera produkten
enligt géllande bestammelser.

Anvind aseptisk teknik vid hantering, s& att kontamination undviks.

Enligt aktuell forskningslitteratur ar de 1ngsiktiga effekterna av vitrifiering pa oocyter och embryon fortfarande okénda.

Flaskor vars sterila forpackning inte ar intakt far inte anvéndas.

EU: Standardatgarder for att forhindra infektion orsakad av anvandning 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/avliagsnande av virus. Trots detta kan risken for dverforing av infektidsa agens vid
administrering av medicinska produkter framstéllda av humant blod eller human plasma inte helt uteslutas. Detta galler &ven okéanda eller
nya virus och andra patogener. Det finns inga rapporter om bevisad viruséverforing via albumin framstéallt genom etablerade férfaranden
enligt den europeiska farmakopéns specifikationer. Det rekommenderas starkt att anteckna produktens namn och batchnummer varje gang
odlingsmedier for assisterad befruktning fran FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. administreras till en patient, sd att produktbatchen ifrga kan
forknippas med patienten.

USA: Denna produkt innehaller humant serumalbumin (HSA). Humant kéllmaterial 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
framstallda av humant kallmaterial inte &r infektiésa. Hantera allt material av humant ursprung som om det vore smittfdrande, med anvandning
av universella forsiktighetsatgarder. Givarna av kallmaterialet har ocksd screenats for Creutzfeldt-Jakobs sjukdom.

KONTRAINDIKATIONER
Produkten innehdller gentamicinsulfat. Adekvata forsiktighetsatgarder ska vidtas for att sakerstélla att patienten inte r allergisk mot detta
antibiotikum.

b
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EESTI KEEL

ELi HOIATUS: ainult professionaalseks kasutamiseks.

NAIDUSTUS KASUTAMISEKS
Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) on mdeldud kasutamiseks vitrifitseeritud ootstitide (MIl), pronukleaarsete (PN) stigootide ning 3. paeva
jagunemisfaasis embriiote ja blastotsusti faasis embriiote sulatamiseks, mis on vitrifitseeritud Vitrification Freeze Kitiga (katalooginr 90133-SO)

SEADME KIRJELDUS

Thawing Solution-TS on HEPES-puhverdatud Medium-199 lahus, mis sisaldab gentamiitsiinsulfaati, 1,0 M sahharoosi ja 20% (mahuprotsenti)
Dextran Serum Supplementi (DSS).

Dilution Solution-DS on HEPES-puhverdatud Medium-199 lahus, mis sisaldab gentamitsiinsulfaati, 0,5 M sahharoosi ja 20%
(mahuprotsenti) DSS-i.

Washing Solution-WS on HEPES-puhverdatud Medium-199 lahus, mis sisaldab gentamitsiinsulfaati ja 20% (mahuprotsenti) DSS-i.

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-Thaw, et saada I&ppkontsentratsioon 10 mg/ml HSA-d ja 4 mg/ml dekstraani.

Neid lahuseid tuleb kasutada jérjest, sammsammulise mikrotilk-soojendamisprotokolli kohaselt.

KOOSTIS
Soolad ja ioonid Nikotiinamiid Valguallikas Lisiin Hudroksuproliin
Naatriumkloriid Pantoteenhape Inimese seerumi Proliin Tsustiin
Naatriumfosfaat Riboflaviin albumiin Tirosiin Muu
Kaaliumkloriid Piiridoksiin Puhvrid Alaniin Guaniin
Magneesiumsulfaat Tiamiin Naatriumvesinikkarbonaat ~Asparagiinhape Hiipoksantiin
Naatriumatsetaat Biotiin HEPES Glutamiinhape Tumiin
Kaltsiumkloriid Alfatokoferool i Isoleutsiin Uratsiil
Raudnitraat Naatriumbisulfit LA Leutsiin Ksantiin
" " Fenoolpunane -
Koliinkloriid Antioksiidant Miak lekulid Metioniin Adenosiin
Vitamiinid ja mineraalid  Glutatioon LaKomoekuic Fentidlalaniin Adeniinsulfaat
" Sahharoos Seriin o
Askorbiinhape Antibiootikum Dekstraan N Desoksiiriboos
Aminobensoehape Gentamitsiinsulfaat ) Treoniin Riboos
Kaltsiferool Ererai ; Aminohapped Triiptofaan Vesi
nergia substraadid Arginiin valiin Jesi
Foolhape Glikoos o - WFI kvaliteet
Nikotiinhape Utsiin Tsusteiin

Inositool Histidiin

KVALITEEDI TAGAMINE
Vit Kit-Thaw’ lahused on membraanfiltreeritud ning téodeldud aseptiliselt valideeritud tdétlemisprotsesside kohaselt.
Iga Vit Kit-Thaw’ partii labib jargmised testid.
Lahused:
Endotoksiini maaramine limuluse amébotsiiiidi liisaadi (LAL) meetodil (< 0,6 EU/ml)
Hiire embriio analiils (iherakuline, = 80% suurendatud blastotsiist)
Steriilsus kehtiva USP steriilsustestiga <71> (labitud)
Koik tulemused on avaldatud konkreetset partiid puudutavas analuisisertifikaadis, mida vdite soovi korral taotleda.

CRYOTIPI KUl KANDJA SOOJENDAMINE

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID
+  Liitmik (katalooginr 40736) v&i adapter
+ Steriilsed Petri tassid (50 x 9 mm, Falcon 351006 vdi samavaarsed)
+  Uhekorrakindad
+ Hamilton GASTIGHT® siistal (50 pl, katalooginr 80901)
+ Ulekandepipetid (klaaspipetid véi mikropipettotsakud, mille otsaku siselabimddt on ca 200 pm)
* Pintsetid
« Stopper v&i taimer
+ Vedela ldmmastiku ndu (Dewar v6i kaanega vahtplastist néu, 1-2 1)
+ Vedel lammastik (piisavalt, et ndus oleks seda 4 tolli (10 cm))
+ Teravad kéarid (steriilsed)
« 37 °Cveevann
+ Soode koos valguga, eeltasakaalustatud enne sulatamisprotseduuri temperatuurile 37 °C CO, inkubaatoris
+ 37 °C inkubaator ilma CO, vdi kuumutusfaasita
KASUTUSJUHEND
Vit Kit-Thaw komponendid (kasutuskorra kohta):
+ 50 pl Thawing Solution-TS-i
+ 50 pl Dilution Solution-DS-i
+ 100 pl Washing Solution-WS-i
+  1liitmik
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SOOJENDUSPROTOKOLL
(OOTSUUTIDELE JA EMBRUOTELE)

o

13.
14.

MARKUS. Protseduure tuleb teha toatemperatuuril (20-27 °C). ARGE kasutage jargmiste protseduuride tegemiseks soojendusega
mikroskoobialust.
ETTEVAATUST! Sulatamislahustega manipuleerimise ajal minimeerige proovide kokkupuudet valgusega.
Enne vitrifitseeritud proovide soojendamist laske kasutatavatel TS-i, DS-i ja WS-i kogustel jduda toatemperatuurile (20-27 °C).
MARKUS. Kui vajate iga kord vaid véikest lahusekogust, siis arge tooge terveid TS-i, DS-i ja WS-i viaale korduvalt toatemperatuurile.
Parem on kasutatav kogus alikvootida ja viaalid seejérel tagasi 2-8 °C temperatuurile viia.
Taitke vedela lammastiku anum vedela lammastikuga (u 80% tais) ja asetage see LN, kiilmiku lahedale, kus asuvad sulatatavad
proovid.
Eemaldage vitrifitseeritud proove sisaldavad CryoTipid koos pulkade v&i keeduklaasidega vedela lammastiku kiilmikust ja tdstke
vedela lammastikuga téidetud ndusse.
ETTEVAATUST! Jélgige, et lleviimisel kiilmikust LN, ndusse jadksid CryoTipid vedela ldmmastiku sisse (keeduklaasis), et hoida &ra
proovide soovimatu sulamine.
Asetage ndu kiireks tegutsemiseks mikroskoobi lahedusse.
Sildistage (ks steriilne Petri tass (voi kaas) vajaliku teabega.
Keerake igat TS-i, DS-i ja WS-i viaali drnalt kaks korda Uimber, et sisu enne kasutamist segada.
Valmistage tass lahusetilkadega soojendamisprotseduuriks ette jargmiselt.
Kandke aseptilist tehnikat kasutades steriilse Petri tassi tagurpidi kaanele 2 mikrotilka, nagu on néidatud joonisel 1, ja asetage tass
mikroskoobialusele:
+ iks 50 pl TS-i tilk
« iiks 50 pl DS-i tilk
* (kaks WS-i tilka asetatakse hiliem, sammus 11).
Asetage 37 °C veevann mikroskoobi lahedale. Hoidke k&eparast jargmised esemed: ilekandepipett ja otsakud, steriilsed teravad
kééarid, Hamiltoni sustal ja steriilsed vatipadjad.
Vétke pintsette kasutades pulgal olev sobiv CryoTip vedelast lammastikust valja, asetage CryoTip kiirelt 37 °C veevanni (= 500 ml)
ja keerutage drnalt 3 sekundit, et seda soojendada (vt joonis 2) soojendamiskiirusel + 24 000 °C/min.
Val]utage CryoTipi sisu Kiirelt jargmisel viisil (vt joonis 3).
Piihkige CryoTip steriilse vatipadjaga kiirelt kuivaks.
+ Eemaldage metallist kattehiilss.
+ Loigake CryoTipi laiema otsa sulgemiskoht tahise 4 juurest lahti.
+ Kinnitage CryoTipi lai ots kindlalt Hamiltoni siistla vdi sobiliku aspireerimisvahendi kiilge, kasutades liitmikku véi adapterit.
MARKUS. Téstke siistla kolvivarrast umbes 0,5 tolli (1,3 cm), enne kui kinnitate siistla liitmiku ka CryoTipi kiilge.
+ Pihkige peen otsak steriilse vatipadjaga ornalt kuivaks
+ Asetage CryoTip ettevalmistatud sulatamisndu kohale, Idigake peene otsa sulgemiskoht 2. tahistuse juurest kiirelt lahti ja asetage
CryoTipi sisu vaikese tilgana (u 1 pl) ndu kuiva kohta, TS-i tilga kohale (vt joonis 4).
MARKUS. SISU VALJUTAMISEL EI TOHI TEKITADA MULLE.
Uhendage TS-i tilk CryoTipi sisuga ja laske neil 1 minuti véltel aegamédda seguneda (vt joonis 4).
Markus. Proovid tdmbuvad kokku ja tdusevad tilga pinnale.
MARKUS. Pérast igat proovi(de) tileviimist puhuge allesjaénud vedelik iilekandepipetist vélja ja ttmmake enne jargmist késitsemist
jargmisest tilgast veidi lahust sisse. Arge tekitage iileviimise kaigus mulle.
Tdmmake veidi DS-i tlekandepipetti ja viige proov(id) TS-i tilgast koos minimaalse lisamahuga 4 minutiks DS-i tilga sisse.
MARKUS. Proov piisib DS-is olles kokkutémbunud.
SELLEL AJAL PANGE VALMIS KAKS 50 pl WS-i TILKA (WS1, WS2), NAGU ON NAIDATUD JOONISEL 4.
Viige proov(id) 4 minutiks WS-i tilga (WS1) sisse.
MARKUS. Proovid peaksid 2-3 minutiga WS-is olles algsuurusesse tagasi paisuma.
Seejarel viige proov(id) 4 minutiks teise WS-i tilga (WS2) sisse.
Viige soojendatud OOTSUUDID iile varem tasakaalustatud sdotmesse koos 20% (mahuprotsenti) véi 12 mg/ml valgulisandiga
(2-3 tunniks, et rakustruktuur jouaks taastuda), enne kui alustatakse edasist késitsemist.
Soojendatud EMBUO(TE) puhul on variante kaks:
a) koheseks patsiendile siirdamiseks viige EMBRUO(D) varem tasakaalustatud ilekandeainesse, mis sisaldab 20% (mahuprotsenti)
vdi 12 mg/ml valgulisandit;
b) edasiseks kultuurimiseks: viige EMBRUO(D) 4-tunniseks taastumisperioodiks varem tasakaalustatud soétmele, mis sisaldab
20% (mahuprotsenti) voi 12 mg/m valgulisandit. Parast taastumisperioodi viige EMBRUO(D) s66tmele koos 10% (mahuprotsenti)
valguga ja inkubeerige kuni patsiendile siirdamiseks soovitud arengufaasi saavutamiseni.

HSV-SEADME KUI KANDJA SOOJENDAMINE
VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID

Steriilne 4-kambriline ndu (Nunc 179830, 144444 v6i samavaarne) vi organkultuuri alus (BD Falcon 353037)
Uhekorrakindad

Ulekandepipetid

Pintsetid

Stopper vdi taimer

Vedela lammastiku néu

Vedel lammastik

Kéarid, Knipex v6i muu traadildikamisseade

Soode koos valguga, eeltasakaalustatud enne sulatamisprotseduuri temperatuurile 37 °C CO, inkubaatoris
37 °C inkubaator iima CO, v6i kuumutusfaasita

KASUTUSJUHEND
Vit Kit-Thaw’ komponendid (kasutuskorra kohta)

+ 250 pl Thawing Solution-TS-i
+ 50 pl Dilution Solution-DS-i
+ 100 pl Washing Solution-WS-i
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SOOJENDUSPROTOKOLL

(0OTSUUTIDELE JA EMBRUOTELE)
MARKUS. Soojendusetapid hdlmavad vahendi kastmist 37 °C TS-i sisse ning edasist lahjendamist ja loputamist DS-is ja WS-is
toatemperatuuril

1. Pange valmis soojendamisndud (nagu on néidatud HSV seadme joonisel).

+ Temperatuuril 37 °C: jaotage aseptika reegleid jargides 250 pl TS-i steriilsesse 4-kambrilisse ndusse v&i organkultuuri tassile

ja asetage iima CO, vdi kuumutusfaasita 37 °C inkubaatorisse vahemalt 30 minutiks enne soojendamisprotseduuri.

MARKUS. Ootsdiitide puhul kasutage vahemalt 1 ml TS-i.

Madrake LN, killmikus sulatatavad HSV-kdrred ja viige need sulatamisprotseduuri eel Kiirelt tile LN, nGusse.

Asetage LN, ndu kiireks tegutsemiseks mikroskoobi lahedusse.

Tdstke TS-i tass 37 °C inkubaatorist vdi soojendusaluselt dra ning asetage see mikroskoobialusele.

Tostke kart niipalju, et paljastuks vérviline kasitsemisvarras. Jalgige, et proovi (proove) sisaldav ots jaks LN, sisse.

Loigake Knipexi (voi muu traadildikeseadme) abil kérs vérvilise kasitsemisvarda juurest Iabi. Knipexi punane 16ikepikkuse juhik peab

olema kas maksimumpikkuses v&i dra voetud.

+ Teine v6imalus on sérmede ja pdidla abil kdrt keerata ning teha samal ajal kaaridega Idikamisliigutusi 10 mm varvilise kasitse-

misvarda all.

7. Haarake (ihe kiire, aga kontrollitud liigutusega késitsemisvardast kinni ja ttmmake see kérrest vélja.

8.  Kastke soon kohe 37 °C TS-i sisse ja keerutage drnalt, et proovid seadme kiljest eraldada; jatke 1 minutiks seisma.

Sammud 9-12 tuleb teha toatemperatuuril (22-27 °C).

+ Toatemperatuuril: kandke aseptilist tehnikat kasutades tks (1) 50 pl DS-i tilk steriilsele Petri tassile.

9. Témmake veidi DS-i lilekandepipetti ja viige proov(id) TS-i tilgast koos minimaalse lisamahuga 4 minutiks DS-i tilga sisse.

MARKUS. Proov piisib DS-is olles kokku tombunud. N

SELLEL AJAL PANGE VALMIS KAKS 50 ul WS-i TILKA (WS1, WS2), NAGU ON NAIDATUD HSV-SEADME JOONISEL.

10.  Viige proov(id) 4 minutiks WS-i tilga (WS1) sisse.
MARKUS. Proovid peaksid 2-3 minutiga WS-is olles algsuurusesse tagasi paisuma.
1. Seejarel viige proov(id) 4 minutiks teise WS-i tilga (WS2) sisse.
12.  Viige soojendatud OOTSUUDID ile varem tasakaalustatud sé6tmesse koos 20% (mahuprotsenti) vdi 12 mg/ml valgulisandiga

(2-3 tunniks, et rakustruktuur jduaks taastuda), enne kui alustatakse edasist kasitsemist.

Soojendatud EMBUO(TE) puhul on variante kaks:

a) koheseks patsiendile siirdamiseks vige EMBRUO(D) varem tasakaalustatud iilekandeainesse, mis sisaldab 20% (mahuprotsenti)
voi 12 ml/ml valgulisandit;

b) edasiseks kultuurimiseks: viige EMBRUO(D) 4-tunniseks taastumisperioodiks varem tasakaalustatud séétmele, mis sisaldab
20% (mahuprotsenti) véi 12 mg/m valgulisandit. Pérast taastumisperioodi viige EMBRUO(D) sé6tmele koos 10% (mahuprotsenti)
valguga ja inkubeerige kuni patsiendile siirdamiseks soovitud arengufaasi saavutamiseni.

MARKUS. Taastatud ootstiiidid tuleb pérast vitrifitseerimist viljastada optimaalse viljastumise tagamiseks ICSI abil.

CRYOLOCK™-I KUI KANDJA SOOJENDAMINE

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID
+ Steriilne 4 siivendiga tass voi steriilsed véikesed Petri tassid (35 x 10 mm v&i samavéarsed)
Uhekorrakindad
Ulekandepipetid
Stopper vdi taimer
Vedela lammastiku néu
Vedel l[ammastik
Soode koos valguga, eeltasakaalustatud enne sulatamisprotseduuri temperatuurile 37 °C CO,-inkubaatoris
37 °C inkubaator ilma CO, vi kuumutusfaasita
Tangid
KASUTUSJUHEND
Vit Kit-Thaw’ komponendid (kasutuskorra kohta)
+ 1 ml Thawing Solution-TS-i
+ 50 pl Dilution Solution-DS-i
+ 100 pl Washing Solution-WS-i

SOOJENDUSPROTOKOLL
MARKUS. Soojendusetapid hdlmavad vahendi kastmist 37 °C TS-i sisse ning edasist lahjendamist ja loputamist DS-is ja WS-is
toatemperatuuril
1. Pange valmis sulatusndu (nagu on néidatud Cryolocki skeemil, joonis 1).
+ Temperatuuril 37 °C: jaotage aseptilist tehnikat kasutades 1 ml TS-i ja soojendage iima CO,-ta inkubaatoris temperatuurile 37 °C
vdi hoidke vahemalt 30 minutit enne soojendusprotseduuri alustamist soojendusalusel.
2. Maarake soojendatavad Cryolocki proov(id) ja kandke need kiirelt LN, séilituskohast dle LN,-ga tdidetud hoiundusse, et neid
soojendamiseks ette valmistada.
3. Asetage LN,-ga taidetud hoiundu t6pinna ja mikroskoobialuse vahetusse l&hedusse, et proove saaks kiirelt ndust TS-i sisse tdsta.
Tostke TS-i tass 37 °C inkubaatorist v6i soojendusaluselt dra ning asetage see mikroskoobialusele.
5. Hoidke Cryolocki korpuse Ulemist otsa tangidega nii, et tuvastussilt oleks Gleval.
Variant A: eemaldage kiirelt, aga 6ralt LN, all olev kork, keerates osi kuni vabanemiseni.
Variant B: vétke Cryolock kiirelt LN, seest vélja ja eemaldage drnalt keerates Kiiresti kork.
MARKUS. Labor peab oma protseduurid ja protokollid kooskdlastama. Varianti A ei ole lubatud kasutada USA-s.
6.  Sukeldage Cryolock, ndgus ots koos proovi(de)ga Ulevalpool, 37°C TS-i sisse. Liigutage Cryolocki mikroskoobiga jalgides érnalt,
kuni proov(id) otsaku kiiljest lahti tulevad.
7. Jatke proov(id) 1 minutiks TS-i sisse.

S~ wN
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8. Kolmkiimmend (30) sekundit parast sissekastmist tommake proov(id) drnalt pipeti sisse, kui need pinnale tdusevad, ja viige TS-i pohja.
Sammud 9-12 tuleb teha toatemperatuuril (22-27 °C).
+ Toatemperatuuril: Kandke aseptilist tehnikat kasutades tiks (1) 50 pl DS-i tilk Petri tassi tagurpidi kaanele (vt Cryolocki skeem,
joonis 2).
9.  Viige proov(id) 4 minutiks DS-i sisse. Pipettige proove drnalt (iks kord, et tagada nende téielik DS-iga loputamine.
MARKUS. Proov piisib DS-is olles kokku tdmbunud.
10. 4-minutilise DS-is olemise ajal kandke aseptilist tehnikat kasutades kaane peale kaks (2) 50 pl tilka WS-i (WS1, WS2),
nagu joonisel naidatud.
1. Viige proov(id) WS1 ja siis WS2 sisse, mdlemasse 4 minutiks, ning &rge neid liigutage.
MARKUS. Proovid peaksid 2-3 ‘minutiga WS-is olles algsuurusesse tagasi paisuma.
12.  Viige soojendatud OOTSUUDID ile varem tasakaalustatud sé6tmesse koos 20% (mahuprotsenti) vdi 12 mg/ml valgulisandiga
(2-3 tunniks, et rakustruktuur jduaks taastuda), enne kui alustatakse edasist kasitsemist.
Soojendatud EMBUO(TE) puhul on variante kaks: .

a) koheseks patsiendile siirdamiseks viige EMBRUO(D) varem tasakaalustatud llekandeainesse, mis sisaldab 20% (mahuprotsenti)
vdi 12 ml/ml valgulisandit;

b) edasiseks kultuurimiseks: viige EMBRUO(D) 4-tunniseks taastumisperioodiks varem tasakaalustatud séétmele, mis sisaldab
20% (mahuprotsenti) véi 12 mg/m valgulisandit. Pérast taastumisperioodi viige EMBRUO(D) sé6tmele koos 10% (mahuprotsenti)
valguga ja inkubeerige kuni patsiendile siirdamiseks soovitud arengufaasi saavutamiseni.

Lisateabe saamiseks nende toodete kasutamise kohta peavad laborid tutvuma oma protseduuride ja protokollidega, mis on valja téotatud
ja optimeeritud spetsiaalselt nende individuaalse meditsiiniprogrammi jaoks.

SAILITUSJUHISED JA STABIILSUS

Séilitage avamata viaale kiilmkapis temperatuuril 2-8 °C. Juhistekohasel séilitamisel on Vitrification Thaw Kiti lahused stabiilsed kuni viaali
etikettidel naidatud aegumiskuupédevani.

Arge kasutage séddet iile kaheksa (8) nadala parast anumate avamist.

Kuna tootes sisaldub inimparitolu materjali, voivad selles tekkida sailitamisel osakesed. Need osakesed ei pdhjusta teadaolevalt toote
joudluse muutusi.

ETTEVAATUSABINOUD JA HOIATUSED

See seade on mdeldud kasutamiseks personalile, kes on saanud valjadppe abistatud viljastamisprotseduuride alal. Need protseduurid
hélmavad seadme sihtotstarbelist kasutamist.

Vahendit kasutav asutus vastutab toote jélgitavuse eest ja peab vajaduse korral jargima jélgitavust puudutavaid riiklikke eeskirju.

Arge kasutage lahuseviaali, milles on méargata kahjustusi, lekkeid, osakesi, hagusust v&i varvimuutusi. Kérvaldage toode kooskdlas
siseriikliku seadusandlusega.

Saastumise valtimiseks kasitsege vahendeid aseptilist tehnikat kasutades.

Praegusel ajal naitab erialane kirjandus, et vitrifitseerimise pikaajalised mojud ootsiiitidele ja embriiotele on teadmata.

Arge kasutage tihtegi pudelit, mille steriilne pakend on kahjustunud.

EL: inimverest voi -plasmast valmistatud ravimite manustamisega kaasneva infektsiooniohu véltimiseks kasutatakse standardmeetmetena
mh doonorite valimist, individuaalse doonorvere ja kokkusegatud plasma skriinimist spetsiifiliste infektsioonimarkerite suhtes ning
selliste tootmisprotsesside rakendamist, mis inaktiveeriksid vdi hévitaksid t6husalt viiruseid. Hoolimata sellest ei saa inimverest voi
-plasmast valmistatud ravimite manustamisel taielikult valistada infektsioonikandjate tilekandumist. See kehtib ka senitundmatute vi uute
viiruste ja teiste patogeenide kohta. Puuduvad téendid viiruse tlekandumise 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 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. toodetud reproduktiivset séddet, margitakse ules toote nimetus
ja partii number.

USA: toode sisaldab inimese seerumi albumiini (HSA). Selle preparaadi tootmisel kasutatud inimparitoluga 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 ikski testimismeetod téielikult, et inimpéritoluga tooted
on infektsioonivabad. Kéidelge kdiki inimpéritoluga lahtematerjale nakkust edastada vdiva materjalina ja rakendage Uldisi ettevaatus-
abindusid. Algmaterjali doonoreid on skriinitud ka CJD suhtes.

VASTUNAIDUSTUS
Toode sisaldab gentamiitsiinsulfaati. Tuleb rakendada sobivaid ettevaatusabindusid veendumaks, et patsient ei ole selle antibiootikumi
suhtes dlitundlik.
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MAGYAR
EU-FIGYELMEZTETES: Kizarolag professzionalis felhasznalasra.

FELHASZNALASI JAVALLATOK

A Vit Kit-Thaw (vitrifikacios olvasztasi készlet) rendeltetése az Irvine Scientific Vitrification Freeze Kit alkalmazasaval vitrifikalt
petesejtek (MIl), pronukleéris (PN) zigétak, 3 napos osztddasi allapoti embridk és blasztociszta allapotu embriok felolvasztasa.
(Katalogusszam: 90133-SO)

TERMEKISMERTETES

A Thawing Solution-TS a Medium-199-nek egy HEPES-sel pufferelt oldata, amely gentamicin-szulfatot, 1,0 M szacharozt, valamint 20%
(v/v) Dextran Serum Supplement (DSS) készitményt tartalmaz.

A Dilution Solution-DS a Medium-199-nek egy HEPES-sel pufferelt oldata, amely gentamicin-szulfatot, 0,5 M szacharézt, valamint 20%
(v/v) DSS-t tartalmaz.

AWashing Solution-WS a Medium-199-nek egy HEPES-sel pufferelt oldata, amely gentamicin-szulfatot, valamint 20% (v/v) DSS-t tartalmaz.

A DSS egy fehérjekiegészité készitmény, amely 50 mg/ml gyoégyaszati mindségii human szérumalbuminbél (HSA) és 20 mg/ml
dextranbol all. A Vit Kit-Thaw oldat 20% (v/v) DSS-t tartalmaz, amely HSA esetében 10 mg/ml, dextran esetében pedig 4 mg/ml végsé
koncentraciot jelent.

Ezt a harom oldatot egymas utén kell alkalmazni a |épésenkénti mikrocsepp-felmelegitési protokolinak megfelelen.
OSSZETETEL

Sok és ionok Nikotinsav-amid Eehérjeforras Prolin Egyéb
Natrium-klorid Pantoténsav Humén szérumalbumin Tirozin Guanin
Natrium-foszfat Riboflavin Pufferek Alanin Hipoxantin
Kalium-klorid Piridoxin Natrium-bikarbonat Aszparaginsav Timin
Magnézium-szulfat Tiamin HEPES Glutaminsav Uracil
Natrium-acetat Biotin s Izoleucin Xantin
Kalcium-klorid Alfa-tokoferol F:;;ggﬁ;:r Leucin Adenozin
Vas-nitrat Natrium-biszulfit ) Metionin Adenin-szulfat
Kolin-klorid Antioxidéns w Fenilalanin Dezoxiriboz
Vitaminok és asvanyi Glutation Dfeifréanroz Szerin Riboz
anyagok Antibiotikum osavak Treonin Viz
Aszkorbinsav Gentamicin-szulfat i\w y'l[)mfan Injekciohoz valé
i ) ) rginin alin inéséai vi
Q;wllcr;fo;brgrzoesav Energiaszubsztratok Glicin Cisztein minosegd viz
Folsav Glikoz Hisztidin Hidroxiprolin
Nikotinsav Inozitol Lizin Cisztin

MINGSEGBIZTOSITAS
A Vit Kit-Thaw oldatai membransziiréssel és aszeptikus technikaval késziiltek, validalt gyartasi eljarasok szerint.
A Vit Kit-Thaw minden egyes tételére elvégzik a kovetkezd teszteket:
Oldatok:
Endotoxin limulus amébocita lizatum (LAL) médszerrel (< 0,6 EU/ml);
Egérembrid-assay (egysejtes) (= 80% kiterjesztett blasztociszta);
Sterilitas a jelenlegi Amerikai Gyogyszerkonyv <71> (Sikeres) sterilitasi vizsgalataval.
Minden eredményrél jelentés készil egy tételspecifikus analitikai bizonylaton, amely kérésre hozzaférhets.

A CRYOTIPNEK MINT HORDOZONAK A MELEGITESEHEZ:

SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ANYAGOK
+ Csatlakoz¢ (katalogusszam: 40736) vagy adapter
+  Steril Petri-csészék (50 x 9 mm-es, Falcon 351006 vagy azzal egyenértéki)
+ Eldobhato kesztyiik
+  Hamilton GASTIGHT® fecskendd (50 I, katalégusszam: 80901)
+ Transzferpipettak (huzott Gvegpipettak vagy mikropipettahegyek, ~200 pm-es belsdé hegyatmérével)
+ Csipesz
+ Stopperora vagy idozit6
+ Folyékony nitrogénes tartaly (dewar vagy polisztirolhab-tartaly fedéllel, 1-2 I-es térfogat)
Folyékony nitrogén (elegendé mennyiség a tartalyban a 4 hiivelykes (10 cm) mélység eléréséhez)
Eles oll6 (steril)
37 °C-os vizfiirdd
Tenyésztémédium fehérjével, CO, inkubatorban elézetesen 37 °C-ra kiegyenlitve a felolvasztési eljaras el6tt
+ 37 °C-o0s, CO, nélkili inkubator vagy melegitéhely
HASZNALATI UTASITAS
A Vit Kit-Thaw dsszetevdi (alkalmazésonként):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
+ 1 csatlakozd
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FELMELEGITESI PROTOKOLL
(PETESEJTEK ES EMBRIOK ESETEBEN):

MEGJEGYZES: Az eljarasokat szobahdmérsékleten (20-27 °C) kell elvégezni. NE HASZNALJON melegitett mikroszkoptargyasztalt
a kovetkezo eljarasokhoz.

VIGYAZAT! A felolvasztasi oldatokban végzett miiveletek soran minimalizalja a minta fénynek vald kitettségét.

ATS, a DS és a WS felhasznalandd mennyiségének hémérsékletét allitsa szoba-hémérsékletiire (20-27 °C) a lefagyasztott mintak
felmelegitése elott.

MEGJEGYZES: Ne melegitse fel ismételten szoba-hémérsékletiire a teljes TS-, DS- és WS-fiolakat, ha minden alkalommal csak egy
kis része sziikséges az oldatnak. Javasoljuk, hogy mérje ki a felhasznalandé mennyiséget, és a kimérés utan azonnal tegye vissza
a fiolakat 2-8 °C-ra.

2. Téltse fel a folyékony nitrogénes tartalyt folyékony nitrogénnel (~ 80%-ig tele), és helyezze a felengedni kivant mintakat tartalmazé
a folyékony nitrogénes fagyaszté kézelébe.

3. Vegye ki a folyékony nitrogénes tarolobol a kriocsétartot a kelyhekkel, amelyek a CryoTipeket tartalmazzak a virtifikalt mintakkal,
és tegye at azokat a folyékony nitrogénnel toltott tartalyba.

VIGYAZAT! Gyéz6djsn meg arrél, hogy a CryoTipek alameriilve maradnak a cseppfolyés nitrogénben (a kehelyben), mialatt atviszi
a folyékony nitrogénnel toltott tartalyba, hogy megelézze a mintak ellendrizetlen felengedését.
Helyezze a tartalyt a mikroszkdphoz kdzel a gyors manipulécio érdekében.

4. Cimkézze fel a steril Petri-csészét (vagy fedelet) a szlikséges informaciokkal.

5. Ovatosan forditsa le-fel kétszer az egyes TS-, DS- és WS-fiolakat a tartalmuk hasznalat el6tti sszekeveréséhez.

6. Készitse el az oldatcseppeket tartalmazo csészéket a felmelegitési eljarashoz az alabbiak szerint:

Aszeptikusan adagoljon egy 2 mikrocseppbdl all6 cseppsorozatot a steril Petri-csésze megforditott fedelére az 1. &brén lathaté modon,
majd helyezze a csészét a mikroszkdp targyasztalara:

* egy 50 pl-es csepp a TS-bdl

* egy 50 pl-es csepp a DS-bél

* (A WS két cseppjének elokészitésére késdbb, a 11. 1épésben keril sor.)

7. Helyezze a 37 °C-os vizflird6t a mikroszkop kozelébe. Legyenek a kdzelben a kdvetkezok: egy transzferpipetta és hegyek, steril éles
oll6, Hamilton-fecskendd és steril torlékenddk.

8.  Csipeszt (vagy fogot) hasznalva vegye ki a kivant CryoTipet a kriocsétartobol a cseppfolyds nitrogénben, gyorsan meritse a CryoTipet
37 °C-os vizfirdébe (= 500 ml térfogatu vizbe), és keverje dvatosan 3 masodpercig, hogy felengedjen (lasd 2. abra) 24 000 °C/perc
sebességgel.

9. Gyorsan ossza szét a CryoTip tartalmat a kdvetkezéképpen (lasd 3. abra):

+  Gyorsan torlje szarazra a CryoTipet egy steril torlével.

+ Téavolitsa el a fém zarohengert.

+ Vagja le a légmentes zarat a CryoTip széles végénél, a 4. jelnél.

+ Csatlakoztassa szorosan a CryoTip széles végét egy Hamilton-fecskenddre vagy mas megfelel6 felszivoeszkozre egy csatlakozd
vagy adapter segitségével.
MEGJEGYZES: Huzza fel a fecskendd dugattydjat kériilbelil 0,5 hiivelykre (1,3 cm) mieldtt a fecskendét az 8sszekétocsshoz
és a CryoTiphez csatlakoztatja.

+ Ovatosan torolje szarazra a vékony hegyet egy steril torlckendovel.

+ ACryoTipet az el6készitett felengedd edény fél6tt elhelyezve gyorsan vagja fel a zarat a vékony cslicsvég 2. jelénél, és juttassa
a CryoTip tartalmat egy kis cseppként (~1 pl) az edény szaraz részére, a TS-csepp olé (lasd 4. abra).
MEGJEGYZES: KERULJE A BUBOREKOKAT AZ ADAGOLAS SORAN.

10. Olvassza dssze a TS cseppet a CryoTip tartalmaval, és hagyja, hogy fokozatosan 6sszekeveredjenek 1 percig (lasd 4. abra).
Megjegyzés: a minték 6sszezsugorodnak és felisznak a csepp tetejére.

MEGJEGYZES: A minta/mintak atvitelekor minden esetben féjjon ki minden maradék folyadékot a transzferpipettabdl, és szivjon fel
valamennyi oldatot a kovetkezé cseppbdl a kdvetkezé mivelet elétt. Keriilje a buborékképzodést az atvitelek soran.

11, Szivjon fel valamennyi DS-t a transzferpipettaba, és vigye at a mintat/mintakat a TS cseppbdl minimalis térfogattal a DS-cseppbe
4 percre.

MEGJEGYZES: A minta 6sszezsugorodva fog maradni a DS-expozicié soran.
EZ ALATT AZ IDO ALATT VIGYEN FEL KET 50 pl-ES CSEPP WS-t (WS1, WS2) A 4. ABRAN LATHATO MODON.

12. Vigye 4t a minta(ka)t a WS-cseppbe (WS1) 4 percre.

MEGJEGYZES: A mintanak (mintaknak) 2-3 percen belill vissza kell nyernie (nyemniiik) az eredeti méretét (méretiiket) a WS-ben.

13. Ezutan vigye at a minta(ka)t a masodik WS-cseppbe (WS2) 4 percre.

14.  Afelmelegitett PETESEJTE(KE)T a laboratériumi protokoll szerint el6zetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l proteinnel kiegé-

szitett tenyésztémédiumba kell helyezni a visszanyeréshez (2-3 érara, hogy legyen elég idé az ors¢ Ujraképz6désére) a késdbbi

miveletek el6tt.

Afelmelegitett EMBRIO(K) esetén két lehetdség all rendelkezésre:

a) A paciens testébe torténd azonnali atvitelhez: helyezze az EMBRIO(KA)T az elozetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l
proteinnel kiegészitett ,transzfermédiumba”.

b) Tovabbi tenyésztéshez: helyezze az EMBRIO(KA)T elézetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l proteinnel kiegészitett
tenyésztémédiumba egy 4 6ras visszanyerési periodusra. A visszanyerési periodust kévetéen helyezze az EMBRIO(KA)T
10% (vIv) fehérjét tartalmazo tenyésztémédiumba, és inkubdlja mindaddig, amig el nem éri a paciens testébe torténd atvitelhez
kivant fejlédési stadiumot.

A HSV-ESZKOZNEK MINT HORDOZONAK A MELEGITESEHEZ:
SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ANYAGOK

Steril, négylyuku csésze (Nunc 179830, 144444 vagy ezzel egyenértékii) vagy szervtenyészté edény (BD Falcon 353037)
Eldobhato kesztylk

Transzferpipettak

Csipesz

Stopperéra vagy id6zité

Folyékony nitrogénes tartaly

Folyékony nitrogén

MAGYAR 2/4



Ollo, Knipex vagy mas huzalvago eszkoz
Tenyésztémédium fehérjével, CO, inkubatorban elézetesen 37 °C-ra kiegyenlitve a felolvasztasi eljaras el6tt
37 °C-0s, CO, nélkiili inkubator vagy melegithely

HASZNALATI UTASITAS
A Vit Kit-Thaw 6sszetevéi (alkalmazéasonként):

+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

FELMELEGITESI PROTOKOLL
(PETESEJTEK ES EMBRIOK ESETEBEN):

1.

7.
8.

MEGJEGYZES: A felmelegitési Iépések része a minta 37 °C-os TS-be meritése, és az azt kiveté DS-ben és WS-ben torténé higitas

és mosés szobahdmérsékleten.

Készitse el6 a felmelegitdedényeket (a HSV-eszkdz &bréjan lathatdé modon):

+ 37 °C-on: Adagoljon aszeptikusan 250 ul TS-t egy steril, négylyukl csészébe vagy szervtenyészté edénybe, és helyezze 37 °C-os,
CO, nélkili inkubatorba vagy melegitéhelyre, legalabb 30 perccel a felmelegitési eljaras eldtt.

MEGJEGYZES: Petesejtek esetében adagoljon legalabb 1 ml TS-t.

Azonositsa a felmelegiteni kivant HSV miszalma(ka)t a folyékony nitrogénes taroldban, és gyorsan tegye at a folyékony nitrogénnel

toltott tartalyba a felengedési eljarashoz valé elékészitéshez.

Helyezze a folyékony nitrogénes tartalyt a mikroszkophoz kézel a gyors manipulacié érdekében.

Vegye ki a TS-csészét a 37 °C-os inkubatorbél vagy a melegitdhelyrdl, és helyezze a mikroszkoép targyasztalanak tetején fokuszba.

Huzza ki a miiszalmat annyira, hogy a szinezett fogantyu lathatéva valjon. Vigyazzon arra, hogy a minté(ka)t tartalmazo vége a folyékony

nitrogénbe merilve maradjon.

Knipex (vagy mas huzalvago eszkoz) segitségével vagja at a miiszalmat a szinezett foganty( magassagaban. A Knipexen talalhaté

piros vagashosszmutatot a maximalis hosszra kell pozicionalni vagy el kell tavolitani.

+ A masik lehetdség, ha az ujjaival és a hivelykujjaval forgatja a mliszalméat, mikdzben vagé mozdulatokat tesz olléval 10 mm-rel
a szinezett foganty tetejétol.

Egyetlen gyors, de fegyelmezett mozdulattal ragadja meg a foganty(t, és huzza ki a miiszalmabdl.

Azonnal meritse a mintat tartd véget a 37 °C-os TS-be, dvatosan forgassa, hogy a minta elvaljon az eszkdztél, és hagyja igy 1 percig.

A 9-12. 1épést szobahémérsékleten kell elvégezni (22-27 °C).

9.

10.

1.

12.

+ Szobahémérsékleten: Aszeptikusan adagoljon egy (1) 50 pl-es DS-cseppet egy steril Petri-csészébe.

Szivjon fel valamennyi DS-t a transzferpipettaba. és vigye at a minta(ka)t a TS cseppbdl minimalis térfogattal a DS-cseppbe 4 percre.

MEGJEGYZES: A minta 6sszezsugorodva fog maradni a DS-expozicié soran. )

EZ ALATT AZ IDO ALATT VIGYEN FEL KET 50 pl-ES CSEPP WS-t (WS1, WS2) A HSV-ESZKOZ ABRAJAN LATHATO MODON.

Vigye 4t a minta(ka)t a WS-cseppbe (WS1) 4 percre.

MEGJEGYZES: A mintanak (mintaknak) 2-3 percen beliil vissza kell nyernie (nyerniiik) az eredeti méretét (méretiiket) a WS-ben.

Ezutén vigye at a minta(ka)t a masodik WS-cseppbe (WS2) 4 percre.

Afelmelegitett PETESEJTE(KE)T a laboratériumi protokoll szerint elézetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l proteinnel kiegés-

zitett tenyésztémédiumba kell helyezni a visszanyeréshez (2-3 ¢rara, hogy legyen elég idé az orsé Ujraképzédésére) a késébbi

miveletek el6tt.

Afelmelegitett EMBRIO(K) esetén két lehetdség all rendelkezésre:

a) A péciens testébe torténd azonnali atvitelhez: helyezze az EMBRIO(KA)T az eldzetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l
proteinnel kiegészitett ,transzfermédiumba”.

b) Tovabbi tenyésztéshez: helyezze az EMBRIO(KA)T el6zetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l proteinnel kiegészitett
tenyésztémédiumba egy 4 6ras visszanyerési periodusra. A visszanyerési periodust kivetden helyezze az EMBRIO(KA)T 10%
(v/v) fehérjét tartalmazo tenyésztémédiumba, és inkubalja mindaddig, amig el nem éri a paciens testébe torténd atvitelhez kivant
fejlédési stadiumot.

MEGJEGYZES: A vitrifikacio utan visszanyert petesejteket intracitoplazmas spermainjekcioval (ICSI) kell megtermékenyiteni

az optimalis megtermékenyités érdekében.

A CRYOLOCK™-NAK MINT HORDOZONAK A MELEGITESEHEZ:
SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ANYAGOK

Steril, négylyuku csésze vagy steril, kis Petri-csészék (35 x 10 mm-es vagy azzal egyenértéku)

Eldobhaté kesztylk

Transzferpipettak

Stopperéra vagy iddzitd

Folyékony nitrogénes tartaly

Folyékony nitrogén

Tenyésztémedium fehérjével, CO, inkubatorban elézetesen 37 °C-ra kiegyenlitve a felolvasztési eljaras el6tt
37 °C-0s, CO, nélkiili inkubator vagy melegitéhely

Fogo

HASZNALATI UTASITAS
A Vit Kit-Thaw — Thaw 0sszetevdi (alkalmazasonként):

+ 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS

FELMELEGITESI PROTOKOLL
MEGJEGYZES: A felmelegitési Iépések része a minta 37 °C-os TS-be meritése, és az azt koveté DS-ben és WS-ben térténd higitas
és mosas szobahdmérsékleten.

1.

Készitse el6 a felolvaszto csészét (a Cryolock abrajan lathaté médon: 1. abra):
+ 37 °C-on: Adagoljon aszeptikusan legalabb 1 ml TS-t, és melegitse 37 °C-ra egy CO, nélkili inkubatorban vagy melegit6helyen
legalabb 30 percig a felmelegitési eljaras megkezdése elétt.
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2. Azonositsa a felmelegiteni kivant Cryolock mintakat, és gyorsan tegye at a folyékony nitrogénes tarolobdl a folyékony nitrogénnel
toltétt tartalyba a felengedési eljarashoz vald elokészitéshez.

3. Helyezze a folyékony nitrogénnel toltott tartalyt a mikroszkdp munkateriletének és targyasztalanak kozvetlen kozelébe, a tartalybol
a TS-be torténd kés6bbi gyors manipulacio biztositasa érdekében.

4. Vegye ki a TS-csészét a 37 °C-os inkubatorbdl vagy a melegitéhelyrdl, és helyezze a mikroszkop targyasztalanak tetején fokuszba.

5. Csipesszel tartsa meg a Cryolock tdrzsének felsé végét Ugy, hogy az azonositdcimke felfelé nézzen.

A. opcid: Folyékony nitrogén alatt gyorsan, de 6vatosan vegye le a kupakot a részek elcsavarasaval a kioldasig.

B. opci6: Gyorsan vegye ki a Cryolockot a folyékony nitrogénbél, majd egy 6vatos csavarassal gyorsan vegye le a kupakot.
MEGJEGYZES: A laboratériumoknak a sajat laboratoriumi eljarasaikat és protokolljaikat kell figyelembe venniiik. Az A. opcié hasznalata
az Egyesiilt Allamokban nem jovahagyott.

6.  Azonnal meritse a Cryolock konkav hegyét a 37 °C-os TS-be a mintaval vagy mintakkal felfelé. Mikroszkop alatt 6vatosan mozgassa
a Cryolockot, amig a minta vagy mintak el nem vainak a hegyt6l.

7. Aminta(ka)t 6sszesen 1 percig hagyja a TS-ben.

8. Az els6 alameritést kovetéen harminc (30) masodperccel 6vatosan pipettazza fel a minta(ka)t, ha felil Uszik/isznak, és helyezze
a TS aljara.

A 9-12. Iépést szobahdmérsékleten kell elvégezni (22-27 °C).

+ Szobahémérsékleten: Aszeptikusan adagoljon egy (1) 50 ul-es DS-cseppet egy steril Petri-csészébe (lasd a Cryolock abrajat:
2. abra).

9. Helyezze 4t a minta(ka)t a DS-be 4 percre. Ovatosan pipettazza fel egyszer a mintakat a DS-ben torténd teljes ledblités érdekében.

MEGJEGYZES: A minta dsszezsugorodva fog maradni a DS-expozicié soran.

10. A4 perces DS-expozicié soran aszeptikusan adagoljon két (2) 50 pl-es WS-cseppet (WS1, WS2) az bran lathaté modon.

11. Helyezze a minta(ka)t a WS1-be, majd a WS2-be 4-4 percre zavartalanul.

MEGJEGYZES: A mintanak (mintaknak) 2-3 percen beliil vissza kell nyernie (nyerniiik) az eredeti méretét (méretiiket) a WS-ben.

12.  Afelmelegitett PETESEJTE(KE)T a laboratériumi protokoll szerint elézetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l proteinnel kiegészitett
tenyésztémédiumba kell helyezni a visszanyeréshez (2-3 érara, hogy legyen elég id6 az orsé Ujraképzédésére) a késébbi miveletek
elott.

A felmelegitett EMBRIO(K) esetén két lehetdség all rendelkezésre:

a) A paciens testébe torténd azonnali atvitelhez: helyezze az EMBRIO(KA)T az elézetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mgll
proteinnel kiegészitett ,transzfermédiumba”.

b) Tovabbi tenyésztéshez: helyezze az EMBRIO(KA)T elézetesen kiegyenlitett, 20% (v/v) vagy 12 mg/l proteinnel kiegészitett
tenyésztémédiumba egy 4 6ras visszanyerési periodusra. A visszanyerési periddust kévetden helyezze az EMBRIO(KA)T 10%
(v/v) fehérjét tartalmazo tenyésztémédiumba, és inkubalja mindaddig, amig el nem éri a paciens testébe torténé atvitelhez kivant
fejlédési stadiumot.

A termékek hasznalatara vonatkozé tovabbi részletekért minden laboratériumnak a sajat laboratoriumi eljarasait és protokolljait kell

figyelembe vennie, amelyeket specifikusan a sajat orvosi programjukhoz hoztak létre és optimalizaltak.

TAROLASI UTASITASOK ES STABILITAS

A bontatlan fiolakat tarolja hiitve, 2 °C és 8 °C koéz6tt. A Vitrification Thaw Kit oldatok stabilak a fiolak cimkéjén feltiintetett lejarati iddig,
ha tarolasuk az utasitdsoknak megfeleléen torténik.

A tartalyok kinyitasa utan ne hasznalja a médiumokat nyolc (8) hétnél tovabb.

Mivel a termékben human eredetli anyag talalhato, ezért a tarolas soran részecskék alakulhatnak ki. Nem ismert, hogy ezek a részecskék
befolyasolnak a termék teljesitményét.

OVINTEZKEDESEK ES FIGYELMEZTETESEK

Ezt a terméket az asszisztalt reprodukcids eljarasokban képzett személyzet altali felhasznalasra szantak. Ezen eljarasok kozé tartozik
az az alkalmazés is, amelyre ezt a terméket szantak.

A terméket hasznald intézmény felelés a termék nyomon kdvethetdségének fenntartasaért, és be kell tartania a nyomon kovethetdségre
vonatkozo orszagos eldirasokat, ha vannak ilyenek.

Ne hasznaljon olyan oldatos fiolat, amely sériilt, szivarog, részecskék jelenlétét mutatja, esetleg zavaros, vagy megvaltozott a szine.
A terméket a vonatkozé eléirasoknak megfeleléen dobja ki.

A beszennyez6déssel jaré problémak elkerllése érdekében aszeptikus technikak alkalmazasaval kezelje.

Jelenleg a kutatasi szakirodalom szerint a vitrifikacionak a petesejtekre és az embridkra gyakorolt hosszu tavu hatasa ismeretlen.

Ne hasznaljon olyan tveget, amelynek a steril csomagolasa megsériilt.

EU: A human vérbdl vagy plazmabdl késziilt gyogyszerkészitmények hasznalatabol eredd fertézések megakadalyozasara iranyuld
szokasos intézkedések kozé tartozik a donorok kivalasztasa, az egyes véradomanyok és plazmapoolok sz(irése a fertézések specifikus
markereire, valamint a virusok hatéstalanitasaleltavolitasa érdekében elvégzett hatékony gyartasi Iépések. Ennek ellenére a human
vérbdl vagy plaz-mabol késziilt gyogyszerkészitmények beadasakor nem zérhato ki teljesen a fert6z6 dgensek atadasanak lehetdsége.
Ez érvényes az ismeretien és Ujonnan megjelend virusokra és mas korokozokra is. Az Eurdpai Gyogyszerkdnyv leirasa szerinti eljarasokkal
gyartott albumin esetében nem jelentettek bizonyitott virusfertézést. Ha FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. 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) tartalmaz. A termék elGallitdsa 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 mddszer sem garantalja
azt teljes bizonyossaggal, hogy az emberi eredetli készitmények nem fertéz6ek. Minden emberi eredetli anyagot Ugy kell kezelni, mintha
fertéz6képes lenne, ezért meg kell tenni az altalanos 6vintézkedéseket. A donorokat Creutzfeldt-Jakob-kérra (CJD) is sz(irték.

ELLENJAVALLAT
A termék gentamicin-szulfatot tartalmaz. Megfeleld eldvigyazatossagi intézkedéseket kell tenni, hogy megbizonyosodjon, a beteg nem
szenzitizlt erre az antibiotikumra.
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LIETUVIY K.

ES PERSPEJIMAS. Skirta naudoti tik specialistams.

NAUDOJIMO INDIKACIJA

Vit Kit-Thaw* (vitrifikacijos atSildymo rinkinys) yra skirtas vitrifikuotiems oocitams (M), zigoty su probranduoliais (PN) 3 dienos
skilimo stadijos embrionams ir blastocistos stadijos embrionams, kurie buvo vitrifikuoti naudojant ,Vitrification Freeze Kit*
(katalogo nr. 90133-S0), at3ildyti

ITAISO APRASYMAS

Thawing Solution-TS yra HEPES junginiu buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato, 1,0 M sacharozés ir 20 % (v/v)
dekstrano serumo priedo (DSS).

Dilution Solution-DS yra HEPES junginiu buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato, 0,5 M sacharozés
ir 20 % (v/v) DSS.

Washing Solution-WS yra HEPES junginiu buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato ir 20 % (v/v) DSS.

DSS yra baltyminis papildas, kurj sudaro 50 mg/ml terapinés paskirties zmogaus serumo albumino (ZSA) ir 20 mg/ml dekstrano. , Vit Kit-Thaw*
DSS yra naudojamas 20 % (v/v) koncentracijos, kad bty gauta galutiné 10 mg/ml ZSA ir 4 mg/ml dekstrano koncentracija.

Sie trys tirpalai bus naudojami sekoje pagal nuosekly mikrola$y pasildymo protokola.

SUDETIS
Druskos ir jonai Nikotino ragsties amidas ~ Baltymy Saltinis Lizinas Hidroksiprolinas
Natrio chloridas Pantoteniné ragstis Zmogaus serumo Prolinas Cistinas
Natrio fosfatas Riboflavinas albuminas Tirozinas Kita
Kalio chloridas Piridoksinas Buferiai Alaninas Guaninas
Magnio sulfatas Tiaminas Natrio bikarbonatas Asparto ragstis Hipoksantinas
Natrio acetatas Biotinas HEPES Glutamo ragstis Timinas
Kalcio chloridas Alfa tokoferolis H indikatorius Izoleucinas Uracilas
GeleZies nitratas Natrio bisulfitas priindiatonus Leucinas Ksantinas
f : Fenolio raudonasis P
Cholino chloridas Antioksidantas ) Metioninas Adenozinas
e ) P rsrr— Makromolekulés Eenilalaninas "
Vitaminai ir mineralai Glutationas - Adenino sulfatas
e Sacharozé Serinas P
Askorbo ragstis Antibiotikas A Deoksiribozé
) ISP ANUDIOXAS Dekstranas Treoninas M
Aminobenzoiné ragstis Gentamicino sulfatas o £ Ribozé
Kalciferolis L . Aminoragstys Triptofanas Vanduo
e Energetiniai substratai Argininas valinas Ll
Folio ragstis - s o Injekcinio vandens
Nikotino ragitis Gliukoze Glicinas Cisteinas ekl
Inozitolis Histidinas kokybé
KOKYBES UZTIKRINIMAS

Vit Kit-Thaw* tirpalai yra filtruoti naudojant membranini filtra ir apdoroti steriliomis salygomis pagal patvirtintus gamybos procesus.
Vit Kit-Thaw* kiekvienai partijai atliekami Sie testai:
Tirpalai:
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 Siuo metu patvirtintg Jungtiniy Valstijy farmakopéjos sterilumo testg <71> (atitinka reikalavimus).
Visi rezultatai pateikiami pagal atskiry partijy parametrus parengtuose analizés sertifikatuose, kuriuos galima gauti uzsakius.

,CRYOTIP“ KAIP LAIKYMO |TAISUI ATSILDYTI:

REIKALINGOS BET NEPATEIKIAMOS PRIEMONES
Jungtis (katalogo nr. 40736) arba adapteris

+  Sterilios petri Iékstelés (50 X 9 mm, ,Falcon 351006 arba analogiskos)
Vienkartinés pirstinés
Hamiltono GASTIGHT® virkstas (50 pl) katalogo nr. 80901
Perkélimo pipetés (stiklo pipetés arba mikropipeciy antgaliai, kuriy vidinis skersmuo ~200 pm)
Pincetas
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)
Aétrios Zirklés (sterilios)
37 °C vandens vonelé
Pasélio terpé su baltymais, susildyta iki 37 °C CO, inkubatoriuje prie$ atitirpinimo procedrg
+ 37 °C inkubatorius be CO, ar $ildymo stalelio
NAUDOJIMO NURODYMAI
,Vit Kit-Thaw" komponentai (vienam naudojimui):

50 pl atitirpinimo tirpalo - TS

+ 50 pl skiedimo tirpalo - DS

+ 100 pl plovimo tirpalo - WS

+ 1jungtis
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SILDYMO PROTOKOLAS
(OOCITAMS IR EMBRIONAMS)

13.
14.

PASTABA. Procediras reikia atlikti kambario temperatiroje (20-27 °C). Sioms procediroms NENAUDOKITE $ildomo mikroskopo

stalelio.

PERSPEJIMAS. Manipuliuojant atitirpinimo tirpaluose minimaliai sumaZinkite $viesos poveikj bandiniui.

Naudojama TS, DS ir WS kiekj susildykite iki kambario temperataros (20-27 °C), prie$ Sildydami vitrifikuotus bandinius.

PASTABA. Stenkités pakartotinai nesusildyti visy TS, DS ir WS flakony iki kambario temperattros, kai kaskart reikia tik mazo kiekio

tirpalo. Geriau paimti naudojama kieki ir po paémimo iSkart grazinti flakonus | 2-8 °C temperatira.

Pripildykite skystojo azoto talpykle skystuoju azotu (~80 % talpyklés) ir padekite arti LN, Saldiklio, kuriame yra norimi atitirpinti bandiniai.

I8imkite laikiklius su taurémis, kuriose yra ,CryoTips" su vitrifikuotais bandiniais, i$ skystojo azoto saugyklos ir perkelkite juos | skystuoju

azotu pripildyta talpykle.

PERSPEJIMAS. Perkeldami i§ saugyklos | LN, talpykle uZtikrinkite, kad ,CryoTips® likty panardinti LN, (tauréje), jog bandiniai

nekontroliuojamas neatitirpty.

Padékite talpykle arti mikroskopo, kad galétuméte greitai manipuliuoti.

Pazymékite ant kiekvienos sterilios petri IékStelés (ar dangtelio) reikalingg informacija.

Prie$ naudodami $velniai du kartus pavartykite kiekvieng TS, DS ir WS flakong, kad sumai$ytuméte jy turinj.

Lékstele su tirpaly laeliais Sildymo protokolui paruo$kite taip:

Steriliai uzlainkite 2 mikroladus ant apversto sterilios petri Iek$telés dangtelio, kaip parodyta 1 pav., ir padékite Iékstele ant mikros-

kopo stalelio:
« vienas 50 pl lasas TS
« vienas 50 pl lasas DS
* (du WS lasai bus uzladinti véliau 11 veiksmo metu)

Padékite 37 °C vandens vonele arti mikroskopo. Netoli turékite: perkélimo pipete ir antgalius, sterilias astrias Zirkles, Hamiltono

Svirksta ir sterilias servetéles.

Znyplémis paimkite konkrety ,CryoTip* i$ laikiklio, esangio skystajame azote, greitai panardinkite ,CryoTip* | 37 °C vandens vonelg

(=500 ml) ir Svelniai pamaiSykite 3 sekundes, kad susildytuméte (zr. 2 pav.) + 24 000 °C/min. greiciu.

Greitai paimkite ,CryoTip* turinj, atlikdami Siuos veiksmus (zr. 3 pav.).

+ Greitai sterilia servetéle sausai nusluostykite ,CryoTip“.

+  Nuimkite metaline dengianciaja mova.

+  Nukirpkite sandariklj, esantj ,CryoTip“ platiajame gale ties 4-a Zyma.

+ Tvirtai prijunkite ,CryoTip“ platuji gala prie Hamiltono $virk$to arba tinkamos siurbimo priemonés, naudodami jungtj arba adapter;.
PASTABA. Prie$ prijungdami $virksta prie jungties ir ,CryoTip*, pakelkite Svirk§to stmoklj mazdaug 0,5 colio (1,3 cm).

+ Svelniai sterilia servetéle sausai nu$luostykite plonajj galiuka,

+ ,CryoTip“ laikydami vir§ paruosto atitirpinimo indo, greitai nukirpkite sandariklj ties 2-aja plonojo galiuko Zyma ir ,CryoTip“ turinj
—maza laelj (~ 1 pl) — uzladinkite ant indo sausos srities, vir§ TS laso (zr. 4 pav.).
PASTABA. KAl LASINATE TURIN|, VENKITE BURBULIUKY.

Suliekite TS lasg su ,CryoTip* turiniu ir palaipsniui maisykite 1 minute (Zr. 4 pav.).

Pastaba: bandiniai susitrauks ir pltduriuos la$o virSuje.

PASTABA. Po kiekvieno bandinio (-iy) perkélimo, i8lasinkite likus skystj i§ perkélimo pipetés ir jtraukite Siek tiek tirpalo i$ kito la$o,

prie$ atlikdami kita manipuliacija. Stenkités, kad perkélimo metu nesusidaryty burbuliuky.

|traukite Siek tiek DS | perkélimo pipete ir perkelkite bandinio (-iy) minimaly kiek{ i$ TS laso | DS lasq 4 minutéms.

PASTABA. Bandinys bus susitraukes, kai jis bus DS.

$1UO METU |LASINKITE DU 50 ul WS (WS1, WS2) LASUS, KAIP PARODYTA 4 PAV.

Perkelkite bandin (-ius) { WS (WS1) ladg 4 minutéms.

PASTABA. Bandinys (-iai) turéty vél iSsiplésti iki pradinio dydZio pabuves (-¢) WS 2-3 minutes.

Perkelkite bandin (-ius) | antrg WS (WS2) lasa 4 minutéms.

Perkelkite susildyta (-us) OOCITA (-US)  nusistovéjusia kultiiros terpe su 20 % (v/v) baltyminio papildo arba 12 mg/ml regeneracijai

(2-3 valandoms, kad vél susiformuoty kaklelis) prie$ tolesnes manipuliacijas.

Pasildytam (-iems) EMBRIONUI (-AMS) yra dvi galimybés:

a) Skubiai perkelti | paciente: perkelkite EMBRIONA (-US) | i§ anksto nusistovéjusia perkélimo terpe, kurioje yra 20 % (v/v) arba 12 mg/ml
baltyminio papildo.

b) Toliau auginti: perkelkite EMBRIONA (-US) { i§ anksto nusistovéjusia auginimo terpe, kurioje yra 20 % (v/v) arba 12 mg/ml baltyminio
papildo 4 valandy regeneracijos laikotarpiui. Po regeneracijos laikotarpio perkelkite EMBRIONA (-US) | pasélio terpg su 10 % (v/v)
baltymy ir inkubuokite atitinkamai, kol bus pasiekta atitinkama vystymosi stadija ir bus galima perkelti pacientei.

HSV KAIP LAIKYMO |TAISUI ATSILDYTI:
REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS PRIEMONES

Sterilus 4 Sulinéliy indas (,Nunc* 179830, 144444 arba analogi$kas) arba organy auginimo indas (,BD Falcon* 353037)
Vienkartinés pirstinés

Perkeélimo pipetés

Pincetas

Chronometras arba laikmatis

Skystojo azoto talpyklé

Skystasis azotas

Zirklés, ,Knipex“ ar kitas vielos pjovimo jtaisas

Pasélio terpe su baltymais, susildyta iki 37 °C CO, inkubatoriuje pries atitirpinimo proceddrg

37 °C inkubatorius be CO, ar Sildymo stalelio

NAUDOJIMO NURODYMAI
Vit Kit-Thaw* komponentai (vienam naudojimui)

+ 250 pl atitirpinimo tirpalo - TS
+ 50 pl skiedimo tirpalo - DS
+ 100 pl plovimo tirpalo — WS

LIETUVIY K. 2/4



SILDYMO PROTOKOLAS

(OOCITAMS IR EMBRIONAMS)
PASTABA. Sildymo veiksmai apima prietaiso panardinima | 37 °C TS ir vélesnj skiedima ir plovima DS ir WS kambario temperatiroje.
1. Paruo$kite Sildymo indus (kaip parodyta HSV priemoniy schemoje):

+ 37 °C temperattroje: steriliai {lasinkite 250 pl TS | sterily 4 $ulinéliy inda arba organy auginimo inda ir jdékite | 37 °C inkubatoriy,
be CO, arba ant Sildymo stalelio bent 30 minugiy pries Sildymo procedara,

PASTABA. Oocitams {laSinkite maziausiai 1 ml TS.

2. Pasirinkite norima (-us) atSildyti HSW Siaudelj (-ius) i$ LN, saugyklos ir greitai perkelkite { LN, pripildyta talpykla ruoSdamiesi atitirpinimo
procedrai.

Padekite LN, talpyklg arti mikroskopo, kad véliau galétuméte greitai manipuliuoti.

ISimkite TS lekstele i§ 37 °C inkubatoriaus ar $ildymo stalelio ir padékite jg sucentruotg ant mikroskopo stalelio vir§aus.

5. Pakankamai pakelkite Siaudelj, kad bty atviras spalvotas tvarkymo strypelis. UZtikrinkite, kad galas su bandiniu (-iais) likty panardintas

(-i) LN,

6. Naudozkite LKnipex“ (arba kitg vielos pjovimo jtaisa) Siaudeliui nukirpti spalvoto tvarkymo strypelio aukstyje. Raudona pjovimo ilgio
zyma ant ,Knipex“ turéty bati ties maksimalia ilgio padétimi arba nuimta.

+ Arba pirstais ir nyk§¢iu sukite Siaudelj, kai kerpate Zirklémis, 10 mm nuo spalvoto tvarkymo strypelio vir§aus.

7. Vienu greitu, bet kontroliuojamu judesiu greitai suimkite tvarkymo strypelj ir iStraukite jj i$ Siaudelio.
8. Nedelsdami panardinkite vamzdelj { 37 °C TS ir Svelniai pasukiokite, kad bandiniai atsiskirty nuo prietaiso, tada palikite 1 minutei.
9-12 veiksmus reikia atlikti kambario temperatiroje (22-27 °C).
+ Kambario temperatiroje: steriliai uzlasinkite vieng (1) 50 pl DS lada ant sterilios petri [ékstelés.
9. [traukite Siek tiek DS | perkélimo pipete ir perkelkite bandinio (-iy) minimaly kiekj i§ TS laso | DS la8a 4 minutéms.
PASTABA. Bandinys bus susitraukes, kai jis bus DS.
$1UO METU |LASINKITE DU 50 ul WS (WS1, WS2) LASUS, KAIP PARODYTA HSV [TAISO SCHEMOJE.
10. Perkelkite bandinj (-ius) { WS (WS1) la8a 4 minutéms.
PASTABA. Bandinys (-iai) turéty vél iSsiplésti iki pradinio dydzio pabuves (-¢) WS 2-3 minutes.
11.  Perkelkite bandin (-ius) | antrg WS (WS2) lasg 4 minutéms.
12.  Perkelkite susildyta (-us) OOCITA (-US) | nusistovéjusig kultdros terpe su 20 % (v/v) baltyminio papildo arba 12 mg/ml regeneracijai

(2-3 valandoms, kad vél susiformuoty kaklelis) prie$ tolesnes manipuliacijas.

Pasildytam (-iems) EMBRIONUI (-AMS) yra dvi galimybés:

a) Skubiai perkelti | paciente: perkelkite EMBRIONA (-US) | i§ anksto nusistovéjusia perkélimo terpe, kurioje yra 20 % (v/v) arba 12 mg/ml
baltyminio papildo.

b) Toliau auginti: perkelkite EMBRIONA (-US) { i§ anksto nusistovéjusia auginimo terpe, kurioje yra 20 % (v/v) arba 12 mg/ml baltyminio
papildo 4 valandy regeneracijos laikotarpiui. Po regeneracijos laikotarpio perkelkite EMBRIONA (-US) | pasélio terpg su 10 % (v/v)
baltymy ir inkubuokite atitinkamai, kol bus pasiekta atitinkama vystymosi stadija ir bus galima perkelti pacientei.

PASTABA. Regeneruotus oocitus reikia apvaisinti naudojant ITCI, kad apvaisinimas po vitrifikacijos baty optimalus.

,CRYOLOCK™* KAIP LAIKYMO |TAISUI ATSILDYTI:

REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS PRIEMONES
Sterili 4 Sulinéliy lékstelé arba sterilios mazos petri Iékstelés (35 X 10 mm arba analogi$kos)
Vienkartinés pirstinés
Perkelimo pipetés
Chronometras arba laikmatis
Skystojo azoto talpyklé
Skystasis azotas
Paseélio terpé su baltymais, susildyta iki 37 °C CO, inkubatoriuje prie$ atitirpinimo procedarg
37 °C inkubatorius be CO, ar Sildymo stalelio
Znyplés
NAUDOJIMO NURODYMAI
Vit Kit-Thaw* komponentai (vienam naudojimui)
+ 1 mlatitirpinimo tirpalo - TS
+ 50 pl skiedimo tirpalo - DS
+ 100 pl plovimo tirpalo — WS
SILDYMO PROTOKOLAS
PASTABA. Sildymo veiksmai apima prietaiso panardinima { 37 °C TS ir vélesnj skiedima ir plovima DS ir WS kambario temperatiroje.
1. Nustatykite atitirpinimo lékstele (kaip parodyta ,Cryolock” schemoje, 1 pav.):
+ 37 °C temperatroje: Steriliai uZlasinkite ne maziau kaip 1 ml TS ir pasildykite iki 37 °C inkubatoriuje be CO, ar ant kaitinimo
stalelio bent 30 minuciy, prie$ pradédami Sildymo procedira.
2. Nustatykite norima (-us) Sildyti ,Cryolock” méginj (-ius) ir greitai perkelkite i LN, saugojimo talpyklés { LN, pripildyta laikymo talpykle
pasiruosiant $ildymo procedrai.
3. Padékite LN, pripildyta laikymo talpykle netoli darbo srities ir mikroskopo stalelio, kad galétuméte greitai perkelti i$ talpyklés { TS.
4. |8imkite TS lékstele i§ 37 °C inkubatoriaus ar $ildymo stalelio ir padékite jg sucentruotg ant mikroskopo stalelio vir§aus.
5. Znyplémis prilaikykite ,Cryolock* korpuso viriutinj gala taip, kad identifikavimo etiketé baty virsuje.
A variantas: greitai, bet $velniai nuimkite dangtelj LN, aplinkoje, sukdami dalis, kol jos atsilaisvins.
B variantas: greitai istraukite ,Cryolock" i§ LN,, tada greitai Svelniai pasukdami nuimkite dangtelj.
PASTABA. Laboratorija turi perziaréti savo procedras ir protokolus. A varianto negalima naudoti JAV.
6. Nedelsdami panardinkite ,Cryolock” iSgaubtq galiukg taip, kad bandinys (-iai) baty nukreiptas (-i) | virSy, { 37 °C TS. Stebédami
mikroskopu atsargiai judinkite ,Cryolock®, kol bandinys (-iai) atsilaisvins i§ galiuko.
7. Palikite bandinj (-ius) TS i§ viso 1 minute.
8. Praéjus (30) sekundziy po pradinio panardinimo, jeigu pladuriuoja, $velniai paimkite pipete bandinj (-ius) ir padékite TS dugne.
9-12 veiksmus reikia atlikti kambario temperatiroje (22-27 °C).
+ Kambario temperatiroje: steriliai uzlasinkite vieng (1) 50 pl DS lada ant sterilios petri lékstelés (zr. ,Cryolock" schemg, 2 pav.).

B w
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9. Perkelkite bandinj (-ius) | DS 4 minutéms. Svelniai pipete paimkite bandinius viena karta, kad jie baty visiskai nuplauti DS.
PASTABA. Bandinys bus susitraukes, kai jis bus DS.

10. 4 minutes laikant DS, steriliai uzlasinkite du (2) 50 pl WS (WS1, WS2) lasus, kaip parodyta paveikslélyje

11, Perkelkite bandinj (-ius) { WS1, po to — { WS2 po 4 minutes, nemaiSydami.

PASTABA. Bandinys (-iai) turéty vel i$siplésti iki pradinio dydzio pabuves (-¢) WS 2-3 minutes.

12.  Perkelkite susildytg (-us) OOCITA (-US) | nusistovéjusig kulttiros terpe su 20 % (v/v) baltyminio papildo arba 12 mg/ml regeneracijai

(2-3 valandoms, kad vél susiformuoty kaklelis) prie$ tolesnes manipuliacijas.

Pasildytam (-iems) EMBRIONUI (-AMS) yra dvi galimybés:

a) Skubiai perkelti | paciente: perkelkite EMBRIONA (-US) { i§ anksto nusistovéjusia perkélimo terpe, kurioje yra 20 % (v/v) arba 12 mg/ml
baltyminio papildo.

b) Toliau auginti: perkelkite EMBRIONA (-US) { i§ anksto nusistovéjusig auginimo terpe, kurioje yra 20 % (v/v) arba 12 mg/ml baltyminio
papildo 4 valandy regeneracijos laikotarpiui. Po regeneracijos laikotarpio perkelkite EMBRIONA (-US) | pasélio terpg su 10 % (v/v)
baltymy ir inkubuokite atitinkamai, kol bus pasiekta atitinkama vystymosi stadija ir bus galima perkelti pacientei.

I§samesniy iy 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 temperatroje. Kai laikomi taip, kaip nurodyta, ,Vitrification Thaw* tirpalai i$lieka stabilds
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 kietujy daleliy. Nezinoma, ar $ios kietosios dalelés turi
itakos produkto veikimui.

ATSARGUMO PRIEMONES IR |SPEJIMAI

Si priemoné yra skirta naudoti darbuotojams, iSmokytiems atlikti pagalbinio apvaisinimo procedaras. Tos procediros apima priemonés
taikyma pagal numatytaja paskirtj.

Sia priemone naudojanti staiga yra atsakinga uz produkto atsekamumo duomeny kaupima ir privalo laikytis savo $alies norminiy atsekamumo
uztikrinimo reikalavimu, jei taikoma.

Negalima naudoti jokio tirpalo flakono, jei yra pazeidimy, nuotékis, matyti kietyjy daleliy ar skystis atrodo drumstas arba pakeité spalva.
ISmeskite produkta pagal taikomus reglamentus.

Norint iSvengti uzkrétimo, naudojimo metu reikia laikytis metodiniy aseptikos reikalavimy.

Siuo metu mokslinéje 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 albumina, pagaminta taikant patvirtintus apdorojimo metodus. Primygtinai rekomenduojama kiekviena karta skiriant
pacientui ,FUJIFILM Irvine Scientific, Inc.“ reprodukcing mitybos terpe uzrasyti produkto pavadinima ir partijos numeri, kad baty galima
susieti pacienta ir produkto partija.

JAV. Sio produkto sudétyje yra zmogaus serumo albumino (ZSA). 5j 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)
antikany atzvilgiu ir Zmogaus imunodeficito viruso (ZIV) antikiiny atzvilgiu. Visgi joks tyrimo metodas nesuteikia visapusisky garantijy,
kad i$ Zmogaus kilmés medZziagy pagamintuose preparatuose néra infekciniy ligy sukéléjy. Visas zmogiskos kilmés medziagas 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. Btina imtis tinkamy, atsargumo priemoniy uztikrinant, kad pacientas néra alergiskas Siam
antibiotikui.
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TURKGE

AB iGiN DIKKAT: Sadece Mesleki Kullanim igindir.
KULLANIM ENDIKASYONU

Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) Griiniiniin Vitrification Freeze Kit (Katalog no 90133-SO) kullanilarak vitrifiye edilmis giin 3 klivaj evresi
embriyolar ve blastokist evresi embriyolara kadar proniikleer (PN) zigotlar ve vitrifiye oositlerin (MIl) ¢éziilmesinde kullaniimasi amaglanmigtir.

CiHAZ TANIMI

Thawing Solution-TS, Gentamisin Siilfat, 1,0 M sikroz ve %20 (h/h) Dekstran Serum Takviyesi (DSS) igeren bir HEPES tamponlu

Medium-199 soliisyonudur.

Dilution Solution-DS, Gentamisin Siilfat, 0,5 M siikroz ve %20 (h/h) DSS igeren bir HEPES tamponlu Medium-199 soliisyonudur.
Washing Solution-WS, Gentamisin Siilfat ve %20 (h/h) DSS 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-Thaw icinde %20 (h/h) degerinde kullanilir.

Bu (i¢ soliisyon kademeli mikrodamla isitma protokoliine gore sirayla kullanilacaktir.
BILESIM

Tuzlar ve iyonlar Nikotinik Asit Amid Protein Kaynagi Lizin
Sodyum Klorir Pantotenik Asit Insan Serum Albumini Prolin
Sodyum Fosfat Riboflavin Tamponlar Tirozin
Potasyum Kloriir Piridoksin Sodyum Bikarbonat Alanin
Magnezyum Silfat Tiyamin HEPES Aspartik Asit
Sodyum Asetat Biyotin R ] Glutamik Asit
Kalsiyum Klortir Alfa Tokoferol %i—il izoldsin
Ferrik Nitrat Sodyum Bisiilfit K Losin
Kolin Klorir Antioksidan w Metiyonin
Vitaminler ve Mineraller ~ Glutatyon Dlékrsl:rzan gemlalanln
Askorbik Asit ibivoti erin
« L Antibiyotik . ) .
Aminobenzoik Asit Gentamisin Siilfat Amino Asitler Treonin
; Arjinin Triptofan
Kalsiferol Enerji Substratlari isi i
Folik Asit GlLkor S_“St!g_ \S/_a"tﬂ.
ikotinik Asi A istidin istein
Nikotinik Asit inositol
KALITE GUVENCE

Hidroksiprolin
Sistin

Diger
Guanin
Hipoksantin
Timin

Urasil
Ksantin
Adenozin
Adenin Siilfat
Deoksiriboz
Riboz

Su
Enjeksiyonluk Su Kalitesi

Vit Kit-Thaw igindeki soliisyonlar dogrulanmis Gretim islemlerine gére membrandan filtrelenmis ve aseptik olarak islenmistir.

Her Vit Kit-Thaw lotu su testlerden geger:
GCozumler:
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 lizerine saglanabilecek, lota spesifik bir Analiz Sertifikasinda bildirilir.

TASIYICI OLARAK CRYOTIP ISITMAK iGiN:

GEREKLI AMA DAHIL EDILMEYEN MATERYAL

+  Konektér (Katalog no 40736) veya adaptor

+  Steril petri tabaklari (50 X 9 mm, Falcon 351006 veya esdegeri)

+  Tek kullanimlik eldivenler

+ Hamilton GASTIGHT® Siringas (50 L) Katalog no 80901

+ Transfer pipetleri (i¢ ug ¢capi ~200 pm olan gekme cam pipetler veya mikropipet uglari)
+ Cimbiz

+ Kronometre veya zamanlayici

+ S nitrojen rezervuari (kapakli tank veya styrofoam kap, 1-2 L hacim)

Sivi nitrojen (rezervuarda 4 in¢ (10 cm) derinlik elde etmeye yetecek hacim)
Keskin makas (steril)

37°C su banyosu

+ CO, olmayan 37°C inkiibatér veya Isitma tablas.
KULLANMA TALIMATI
Vit Kit-Thaw bilesenleri (uygulama basina):

+ 50 pL Thawing Solution-TS

+ 50 pL Dilution Solution-DS

+ 100 pL Washing Solution-WS

+ 1 Konektor

TURKGE 1/4

Goézme islemi 6ncesinde CO, inkiibatériinde 37°C sicaklija 6n dengelenme yapilmis proteinli killtiir vasati.



ISITMA PROTOKOLU
(OOSITLER VE EMBRIYOLAR iGiN):

13.
14.

NOT: islemler oda sicakiiginda (20°C - 27°C) yapilacaktir. Asadidaki islemler igin 1sitilmis mikroskop tablasini KULLANMAYIN.

DIKKAT: Gézme soliisyonlarinda manipiilasyonlar sirasinda numunenin isiga maruz kalmasini en aza indirin.

Vitrifiye numuneleri 1sitmadan énce kullanilacak TS, DS ve WS miktarini oda sicaklijina (20°C - 27°C) getirin.

NOT: Her seferinde sollisyonun kiigiik bir miktari gerektiginde tim TS, DS ve WS 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.

Sivi nitrojen rezervuarini sivi nitrojenle doldurun (~%80 dolu) ve géziilecek numuneleri iceren LN, dondurucusunun yakinina yerlestirin.

Swvi nitrojen deposundan vitrifiye numunelerle CryoTip cihazlarini igeren gobletlerle gubuklari gikarin ve sivi nitrojenle doldurulmus

rezervuara aktarin.

DIKKAT: Numunelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢éziilmesini dnlemek igin CryoTip cihazlarinin saklama durumundan LN, rezervuarina

aktariimasi sirasinda LN,'ye batiriimis olarak (goblet iginde) kaldigindan emin olun.

Hizli manipilasyon igin rezervuari mikroskobun yakinina yerlestirin.

Steril bir petri tabagini (veya kapagini) gerekli bilgilerle etiketleyin.

Kullanim dncesinde icerigi karistirmak igin her TS, DS ve WS flakonunu iki kez yavasca ters diiz edin.

Isitma protokolii igin sollisyon damlalari igeren tabagi su sekilde hazirlayin:

Sekil 1'de gosterildigi gibi steril petri tabaginin ters gevrilmis kapagina 2 mikrodamla dizisini aseptik olarak koyun ve tabagi mikroskop

tablasina yerlestirin:

* bir 50 L TS damlasi
* bir 50 pL DS damlasi
+ (iki damla WS daha sonra adim 11'de hazirlanacaktir)

37°C su banyosunu mikroskobun yakinina yerlestirin. Asagidakileri yakininizda bulundurun: bir transfer pipeti ve uglar, steril keskin

makas, Hamilton siringasi ve steril mendiller.

Cimbiz (veya masa) kullanarak belirli CryoTip cihazini sivi nitrojen igindeki gubuktan alin, CryoTip cihazini 37°C su banyosuna

(2 500 mL) hizla batirin ve + 24000°C/dk hizinda 1sinmasi igin 3 saniye yavasga evirin (bakiniz $ekil 2).

CryoT|p icerigini su sekilde hizla atin (bakiniz Sekil 3):

CryoTip cihazini steril bir mendille hizla silip kurutun

+  Metal értme kilifini gikarin

+ CryoTip genis ucunda Isaret no 4'te miihrii kesin

+  CryoTip cihazinin genis ucunu bir konektdr veya adaptér kullanarak Hamilton siringasi veya uygun aspirasyon aracina saglamca
tutturun.

NOT: Siringayi Konektor ve CryoTip cihazina takmadan dnce siringa pistonunu yaklasik 0,5 ing (1,3 cm) gekin.

+Ince ucu steril bir mendille yavagga silin.

+ CryoTip cihazi hazirlanmis gdzme tabaginin iizerinde konumlandiriimis olarak ince ugta isaret no 2 iizerindeki miihrii hizla kesin
ve CryoTip igindekileri tabakta TS damlasi Gizerindeki kuru bir bolgeye kigik bir damla (~ 1 L) halinde koyun (bakiniz Sekil 4).
NOT: IGERIGI VERIRKEN KABARCIKLARDAN KAGININ.

TS damlasini CryoTip igerigiyle birlestirin ve 1 dakika boyunca giderek karismasini bekleyin (bakiniz Sekil 4).

Not: Numuneler kiigiliir ve damlanin tepesine ¢ikar.

NOT: Numunenin/numunelerin her transferinden sonra transfer pipetinde kalan herhangi bir siviyi disari atin ve sonraki manipilasyon

6ncesinde sonraki damladan biraz soliisyon gekin. Transferler sirasinda kabarcik olusturmaktan kaginin.

Transfer pipetine biraz DS gekin ve numuneyi/numuneleri TS damlasindan minimum hacimle DS damlasina 4 dakikaligina aktarin.

NOT: Numune, DS'ye maruz kalma sirasinda kiiglilmiis olarak kalacaktir.

BU SURE ICINDE SEKIL 4'TE GOSTERILDIGI GIBI IKi 50 uL WS (WS1, WS2) DAMLASI HAZIRLAYIN.

Numuneyi/numuneleri 4 dakikaligina WS (WS1) damlasina aktarin.

NOT: Numunenin/numunelerin WS iginde 2-3 dakikada orijinal bilylikluglne tekrar genislemesi gerekir.

Sonra numuneyi/numuneleri 4 dakikaligina ikinci WS (WS2) damlasina aktarin.

Isttilmig OOSITI/OOSITLERI sonraki manipilasyonlar éncesinde diizelme igin %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL igeren

6nceden dengelenmis killtir vasatina aktarin (tekrar mekik olusmasina siire tanimak igin 2-3 saat).

Isitimig EMBRIYO/EMBRIYOLAR igin iki segenek vardir:

a) Hastaya hemen aktarmak igin: EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL igeren énceden dengelenmis
‘transfer' vasatina aktarin.

b) Daha fazla kiltiir igin: EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI 4 saatlik diizelme dénemi igin %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL
iceren 8nceden dengelenmis killtir vasatina aktarin. Diizelme dénemi sonrasinda EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI %10 (h/h) protein
iceren kiiltlir vasatina aktarin ve hastaya aktarmak icin istenen gelisme evresine ulasilincaya kadar uygun sekilde inkibe edin.

TASIYICI OLARAK HSV CiHAZI ISITMAK iGiN:
GEREKLI AMA DAHIL EDILMEYEN MATERYAL

Steril 4 kuyulu tabak (Nunc 179830, 144444 veya esdegeri) veya organ kiltiri tabagi (BD Falcon 353037)
Tek kullanimlik eldivenler

Transfer pipetleri

Cimbiz

Kronometre veya zamanlayici

Sivi nitrojen rezervuari

Sivi nitrojen

Makas, Knipex veya diger tel kesme cihazi

Goézme islemi 6ncesinde CO, inkiibatériinde 37°C sicaklija 6n dengelenme yapilmis proteinli killtiir vasati.
CO, olmayan 37°C inkibatdr veya isitma tablas!

KULLANMA TALIMATI
Vit Kit-Thaw bilesenleri (uygulama bagina)

+ 250 pL Thawing Solution-TS
+ 50 pL Dilution Solution-DS
+ 100 pL Washing Solution-WS
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ISITMA PROTOKOLU
(OOSITLER VE EMBRIYOLAR iGiN):

1.

7.
8.
Adim

9.

10.

1.
12.

NOT: Isitma adimlari, cihazi 37°C TS icine batirmayi ve ardindan oda sicakliginda DS ve WS ile seyreltmeyi ve yikamay igerir

Isitma tabaklarini hazirlayin (HSV cihazi semasinda gosterildigi gibi):

« 37°C'de: Steril 4 kuyulu bir tabak veya bir organ kiiltiirii tabagina aseptik olarak minimum 250 pL hacimde TS koyun ve Isitma
islemine baglamadan en az 30 dakika 6nce CO, olmayan bir 37°C inkiibatdr veya bir 1sitma tablasina yerlestirin

NOT: Oositler igin minimum 1 mL TS koyun

LN, icinde saklanmig durumdan isitilacak HSV Straw diriintn/irdinlerini tanimlayin ve gézme iglemine hazirlik olarak LN, doldurulmug

bir rezervuara hizla aktarin.

LN, rezervuarini daha sonra hizli manipiilasyon igin mikroskobun yakinina yerlestirin.

37°C inklibator veya isitma tablasindan TS tabagini alin ve mikroskop tablasinin tistiinde, odaklanilacak sekilde yerlestirin.

Kamisi renkli muamele gubugunu ortaya gikaracak kadar kaldirin. Numunenin/numunelerin bulundugu ucun LN,'ye batiriimig olarak

kaldigindan emin olun.

Kamisi renkli muamele gubugu yiiksekliginde kesmek icin bir Knipex (veya baska bir tel kesme cihazi) kullanin. Knipex Uzerindeki

kirmizi kesme uzunlugu kilavuzu maksimum uzunluk pozisyonuna getiriimeli veya gikariimalidir.

+ Alternatif olarak renkli muamele gubugunun st kisminin 10 mm altinda makasla kesme hareketleri yaparken kamisi dondiirmek
icin bagparmaginiz ve parmaklarinizi kullanin.

Tek bir hizli ama kontrollii hareketle muamele gubugunu hizla tutup kamistan gikarin.

Olugu hemen 37°C TS igine batirin ve numuneleri cihazdan ayirmak igin yavasca gevirip 1 dakikaligina birakin.

9-12 oda sicakhiginda (22-27°C) yapilmalidir.

+ Oda sicakhiginda: Steril bir petri tabagina aseptik olarak bir (1) 50 pL DS damlasi koyun

Transfer pipetine biraz DS gekin ve numuneyi/numuneleri TS damlasindan minimum hacimle DS damlasina 4 dakikaligina aktarin.

NOT: Numune, DS'ye maruz kalma sirasinda kiciilmis olarak kalacaktir.

BU SURE iGINDE HSV CIHAZI SEMASINDA GOSTERILDIGI GIBI iKi 50 L WS (WS1, WS2) DAMLASI HAZIRLAYIN.

Numuneyi/numuneleri 4 dakikalijina WS (WS1) damlasina aktarin.

NOT: Numunenin/numunelerin WS icinde 2-3 dakikada orijinal biyikliglne tekrar genislemesi gerekir.

Sonra numuneyi/numuneleri 4 dakikaligina ikinci WS (WS2) damlasina aktarin.

Isttilmig OOSITI/OOSITLERI sonraki manipiilasyonlar éncesinde diizelme igin %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL igeren

6nceden dengelenmis killtir vasatina aktarin (tekrar mekik olusmasina siire tanimak igin 2-3 saat).

Isitilmis EMBRIYO/EMBRIYOLAR igin iki segenek vardir:

a) Hastaya hemen aktarmak igin: EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL igeren dnceden dengelenmis
‘transfer' vasatina aktarin.

b) Daha fazla kiiltir igin: EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI 4 saatlik diizelme dénemi igin %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL
iceren énceden dengelenmis kiiltiir vasatina aktarin. Diizelme ddnemi sonrasinda EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI %10 (h/h) protein
iceren kiiltir vasatina aktarin ve hastaya aktarmak igin istenen gelisme evresine ulasilincaya kadar uygun sekilde inkiibe edin.

NOT: Diizelen oositler vitrifikasyon sonrasinda optimum fertilizasyon igin ICSI kullanarak fertilize edilmelidir.

TASIYICI OLARAK CRYOLOCK™ ISITMAK IGiN:
GEREKLI AMA DAHIL EDILMEYEN MATERYAL

S
S

¢
C

Steril 4 kuyulu tabak veya steril kiigiik petri tabaklari (35 X 10 mm veya esdegeri)
Tek kullanimlik eldivenler

Transfer pipetleri

Kronometre veya zamanlayici

IV nitrojen rezervuar

IvI nitrojen

6zme islemi 6ncesinde CO, inkiibatoriinde 37°C sicakliga 6n dengelenme yapilmis proteinli killtir vasati
0, olmayan 37°C inkiibatdr veya Isitma tablasi

Forseps

KULLANMA TALiMATI
Vit Kit-Thaw bilesenleri (uygulama bagina)

* 1 mL Thawing Solution-TS
+ 50 pL Dilution Solution-DS
+ 100 pL Washing Solution-WS

ISITMA PROTOKOLU

NOT:
1.

>

NOT:
6.

7.

Isitma adimlari, cihazi 37°C TS igine batirmayi ve ardindan oda sicakliginda DS ve WS ile seyreltmeyi ve yikamayi igerir
Gozme tabadini hazirlayin (Cryolock semasi Sekil 1'de gdsterildigi gibi):
+ 37°C'de: Aseptik olarak minimum 1 mL hacimde TS koyun ve isitma islemine baglamadan en az 30 dakika 6nce CO, olmayan bir
inkiibator veya bir 1sitma tablasinda 37°C'ye isitin.

Isitilacak Cryolock 6rnegini/dreklerini tanimlayin ve isitma iglemine hazirlik olarak LN, iginde saklanmis durumdan LN, doldurulmug
bir tutma rezervuarina hizla aktarin.
LN, doldurulmus tutma rezervuarini daha sonra rezervuardan TS'ye hizli manipiilasyon yapabilmek igin mikroskop tablasi ve galisma
alanina ok yakin olarak yerlestirin.
37°C inkiibator veya isitma tablasindan TS tabagini alin ve mikroskop tablasinin (istinde, odaklanilacak sekilde yerlestirin.
Forseps kullanarak Cryolock govdesinin dist ucunu, tanimlama etiketi yukariya bakacak sekilde tutun.

Segenek A: Kapagi LN, altinda pargalari serbest kalincaya kadar gevirerek hizla ama giig uygulamadan gikarin.

Segenek B: Cryolock cihazini hizla LN, disina gikarin ve sonra kapag glic uygulamadan gevirerek hizla gikarin.
Her laboratuvar kendi islemleri ve protokollerine bagvurmalidir. Segenek A, ABD'de kullanim igin onayl degildir.
Cryolock konkav ucunu numune/numuneler yukari bakacak sekilde hemen 37°C TS igine batirin. Mikroskopik gozlem altinda Cryolock
cihazini numune/numuneler ugtan serbest birakilincaya kadar yavasca hareket ettirin.
Numuneyi/numuneleri TS iginde toplam 1 dakika birakin.
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8. Ik batirmadan otuz (30) saniye sonra varsa yiizen numuneyi/numuneleri yavasca pipetleyin ve TS dibine yerlestirin.
Adim 9-12 oda sicakli§inda (22-27°C) yapilmalidir.

+ Oda sicakliginda: Steril bir petri tabagina aseptik olarak bir (1) 50 uL DS damlasi koyun (bakiniz Cryolock semasi, Sekil 2).

9. Numuneyi/numuneleri 4 dakikalijina DS'ye aktarin. DS icinde tamamen yikanmayi saglamak Uzere numuneleri bir kez yavasca
pipetleyin.

NOT: Numune, DS'ye maruz kalma sirasinda kiigiilmis olarak kalacaktir.

10. DS'ye 4 dakikalik maruz kalma sirasinda semada gosterildigi gibi aseptik olarak iki (2) 50 uL WS (WS1, WS2) damlasi koyun.

11. Numuneyi/numuneleri bozmadan her biri 4 dakikaliina WS1 ve sonra WS2'ye aktarin.

NOT: Numunenin/numunelerin WS iginde 2-3 dakikada orijinal bilytikligiine tekrar genislemesi gerekir.

12. Isitilmis OOSITI/OOSITLERI sonraki manipiilasyonlar éncesinde diizelme igin %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL iceren
6nceden dengelenmis kiiltir vasatina aktarin (tekrar mekik olusmasina siire tanimak igin 2-3 saat).

Isitilmis EMBRIYO/EMBRIYOLAR igin iki segenek vardir:

a) Hastaya hemen aktarmak igin: EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL igeren énceden dengelenmis
‘transfer' vasatina aktarin.

b) Daha fazla killtiir igin: EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI 4 saatlik diizelme dénemi igin %20 (h/h) protein takviyesi veya 12 mg/mL
iceren dnceden dengelenmis killtiir vasatina aktarin. Diizelme dénemi sonrasinda EMBRIYOYU/EMBRIYOLARI %10 (h/h) protein
iceren kiiltlir vasatina aktarin ve hastaya aktarmak igin istenen gelisme evresine ulasilincaya kadar uygun sekilde inkibe edin.

Bu rlnlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar icin her laboratuvar kendi tibbi programiniza gore ézellikle gelistiriimis ve optimize edilmis
kendi laboratuvar islemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

SAKLAMA TALIMATI VE STABILITE

Acilmamis flakonlari 2°C ile 8°C arasinda buzdolabinda saklayin. Talimattaki gibi saklandi§inda Vitrification Thaw Kit Sollisyonlari flakon
etiketlerinde gosterilen 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 partikil madde tipinin Giriin
performansi (izerine bir etkisi bilinmemektedir.

ONLEMLER VE UYARILAR

Bu cihazin yardimei Ureme islemleri konusunda egitimli personelce kullanilmasi amaglanmistir. Bu islemlere bu cihazin kullaniminin
amaglandigi, amaglanmig uygulama dahildir.

Bu cihazi kullanan tesis, Uriiniin izlenebilirliginin sirdiriimesinden sorumludur ve gegerliyse izlenebilirlikle ilgili ulusal diizenlemelere
uymak zorundadir.

Hasar, sizinti, partikil madde veya bulaniklik bulgulari gdsteren veya rengi degismis herhangi bir soliisyon flakonunu kullanmayin. Uriinii
ilgili diizenlemelerle uyumlu olarak atin.

Kontaminasyon sorunlarindan kaginmak icin aseptik tekniklerle kullanin.

Su anda arastirma literattirl vitrifikasyonun oositler ve embriyolar tizerinde uzun dénemli etkilerinin halen bilinmemekte olduguna isaret
etmektedir.

Steril ambalajin olumsuz etkilendigi herhangi bir siseyi kullanmayin.

AB: insan kani veya plazmasindan hazirlanan tibbi iirtinlerin kullanimindan kaynaklanan enfeksiyonlarin énlenmesi igin alinan standart
onlemler arasinda dondrlerin segimi, bireysel bagislarin ve plazma havuzlarinin belirli enfeksiyon géstergeleri icin takibi ve virlslerin
inaktivasyonu/uzaklastiriimasi igin etkili tretim asamalarinin kullaniimasi yer almaktadir. Bunlara ragmen insan kani veya plazmasindan
hazirlanan tibbi drtinler uygulandiginda bulasici ajanlar iletme olasiligi tamamen ortadan kaldirilamaz. Bu ayrica bilinmeyen veya yeni gikan
virisler ve diger patojenler igin de gegerlidir. Yerlesmis siireclerle Avrupa Farmakopesi spesifikasyonlarina gore tretilen albuminle ispatlanmis
viriis bulagmasi raporu yoktur. Bir FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. Ureme Vasati Uriinleri kiiltir vasatinin bir hastaya her uygulanmasinda
Griiniin isim ve parti numarasinin hasta ile Uriin partisi arasinda bir baglantiy siirdiirmek agisindan kaydedilmesi kuvvetle énerilir.

ABD: Bu iriin insan Serum Albumini (ISA) igerir. Bu Griiniin Gretilmesinde kullanilan insan kaynakli materyal FDA lisansli kitlerle test
edilmis ve Hepatit C (HCV) antikorlari ve Insan immiinyetmezlik Virisii (HIV) antikorlari agisindan reaktif olmadigi bulunmustur. Bununla
birlikte higbir test yontemi insan kaynaklarindan tiretilen Grinlerin bulagici olmadigi konusunda tam giivence sunmaz. Tiim insan kaynakli
materyali evrensel dnlemler 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.

INDIKACIA NA POUZITIE

Vit Kit-Thaw (stprava Vitrification Thaw) je urena na pouZitie pri rozmrazovani vitrifikovanych oocytov (MIl), pronuklearnych (PN) zygot
az po 3-dfové embrya v Stadiu ryhovania a embryi v $tadiu blastocysty, ktoré boli vitrifikované pomocou supravy Vitrification Freeze
(katalégové ¢. 90133-SO)

POPIS ZARIADENIA

Thawing Solution-TS je HEPES-pufrovany roztok média 199, obsahujuceho gentamicinsulfat, 1,0 M sacharézy a 20 % (v/v) dopinku
so sérovym dextranom (DSS).

Dilution Solution-DS je HEPES-pufrovany roztok média 199, obsahujuceho gentamicinsulfat, 0,5 M sacharézy a 20 % (v/v) DSS.
Washing Solution-WS$ je HEPES-pufrovany roztok média 199, obsahujiceho gentamicinsulfat a 20 % (v/v) DSS.

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 stiprave Vit Kit-Thaw na vysledni koncentraciu 10 mg/ml HSA a 4 mg/m dextranu.

Tieto tri roztoky sa musia pouzivat v poradi uréenom protokolom na postupné zahrievanie mikrokvapiek.
ZLOZENIE

Soli a iény amid kyseliny nikotinovej  Zdroj bielkovin lyzin hydroxyprolin
chlorid sodny kyselina pantoténova [udsky sérovy albumin prolin cystin
fosfat sodny ) ribqflav!n Pufre tyrozin Iné
chlorid draselny pyridoxin hydrogénuhlicitan sodny ~ @lanin o guanin
S|rtan hordecnaty L@Tm HEPES tyse:!na alsparagova hypoxantin
octan sodny iotin - yselina glutimovéa tymin
chlorid vapenaty alfa-tokoferol :ndlkatolr o izoleucin uyracil
e P . ‘enolova Cerven .
dusicnan Zelezity hydrogénsiri¢itan sodny leucin xantin
cholin vapenaty Antioxidant Makiomoleku) metionin adenozin
Vitaminy a mineraly glutation (Sjac aroza fenylalanin adenin sulfat
kyseli P o extran serin et
yselina askorbova Antibiotikum ) ) i deoxyribéza
kyselina aminobenzoova  gentamicinsulfat Aminokyseliny treonin ribéza
kalciferol s . arginin tryptofan Vod
ST Energetické substraty glycin valin Yoda o
kyselina listova glukoza histidin cystein kvalita vody na injekciu
kyselina nikotinova inositol
KONTROLA KVALITY

Roztoky v stprave Vit Kit-Thaw s filtrované cez membranu a asepticky spracované podfa vyrobnych postupov, ktoré boli overené.
Kazda $arza Vit Kit-Thaw pre$la nasledujucimi skuskami:
Roztoky:
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 aktuélneho testu sterility USP <71> (spinené)
Vsetky vysledky sa zaznamenavaju na certifikat analyzy pre $pecificki $arzu, ktory je dostupny na poziadanie.

NA ZAHRIEVANIE KRYOSPICKY AKO NOSICA:

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE MATERIALY
Konektor (katalogové ¢. 40736) alebo adaptér
Sterilné Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon 351006 alebo ekvivalentné)
Jednorazové rukavice
Striekacka Hamilton GASTIGHT® (50 pl), katalogové &. 80901
Prenosové pipety (pipety z tahaného skla alebo $picky mikropipet s vnutornym priemerom $picky ~200 ym)
Pinzeta
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)
Ostré noznice (sterilné)
Vodny kupel s teplotou 37 °C
Kultivatné médium s bielkovinou, vopred ustalené na 37 °C v inkubatore s CO, pred rozmrazovacim postupom
37 °C inkubator bez CO, alebo zahrievaci stolik
NAVOD NA POUZITIE
Casti stpravy Vit Kit-Thaw (na jednu aplikaciu):
50 pl roztoku Thawing Solution-TS
+ 50 pl roztoku Dilution Solution-DS
+ 100 pl roztoku Washing Solution-WS
+ 1 konektor
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PROTOKOL ZAHRIEVANIA
(PRE OOCYTY A EMBRYA):

o

11.

13.
14.

POZNAMKA: Postupy sa musia vykonavat pri izbovej teplote (20 °C — 27 °C). Na nasledujtice postupy NEPOUZIVAJTE zahriaty
stolik mikroskopu.
UPOZORNENIE: Po¢as manipulacie s rozmrazovacimi roztokmi minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.
Mnozstvo roztokov TS, DS a WS, ktoré sa ma pouzit, vytemperujte na izbovu teplotu (20 °C - 27 °C) pred zahriatim vitrifikovanych
vzoriek.
POZNAMKA: Celé skimavky s roztokmi TS, DS a WS opakovane netemperujte na izbov teplotu, ked je zakazdym potrebné len malé
mnozstvo roztoku. Je lepsie alikvotovat mnoZstvo, ktoré sa ma pouzit, a skimavky vratit do teploty 2 °C - 8 °C hned po alikvotovani.
Zésobnik tekutého dusika napliite tekutym dusikom (~80 % dopina) a umiestnite do blizkosti mraznicky LN, obsahujicej vzorky
na rozmrazenie.
Vyberte ty¢inky s poharikmi obsahuijtce kryo$picky s vitrifikovanymi vzorkami z nadoby s tekutym dusikom a preneste ich do zasobnika
naplneného tekutym dusikom.
UPOZORNENIE: Dajte pozor, aby pocas prenosu z nadoby do zasobnika s LN, kryoSpicky zostali ponorené v LN, (v pohariku), aby nedoslo
k nekontrolovanému rozmrazeniu vzoriek.
Zasobnik umiestnite do blizkosti mikroskopu na rychlu manipuléciu.
Sterilnt Petriho misku (alebo vrchnak) oznacte potrebnymi informaciami.
Kazdu skimavku s roztokmi TS, DS a WS pred pouzitim dvakrat jemne preklopte, aby sa premieSal obsah.
Pripravte misku s kvapkami roztokov na zahrievaci protokol nasledovnym spdsobom:
Asepticky nadavkujte sekvenciu 2 mikrokvapiek na prevrateny vrchnak sterilnej Petriho misky tak, ako je ukazané na obrazku 1,
a misku poloZte na stolik mikroskopu:
« jednu 50 pl kvapku roztoku TS
« jednu 50 pl kvapku roztoku DS
+ (dve kvapky WS budu pripravené neskor v kroku 11)
Vodny kupel s teplotou 37 °C umiestnite do blizkosti mikroskopu. Majte poruke nasledovné: prenosovu pipetu a $picky, sterilné ostré
noznice, Hamiltonovu striekacku a sterilné utierky.
Pomocou pinzety (alebo kliestikov) vyberte Specificku kryopicku z ty€inky v tekutom dusiku, rychlo ponorte kryo$picku do vodného
kupela s teplotou 37 °C (= 500 ml) a zlahka fiou virte 3 sekundy, aby sa zahriala (pozri obrazok 2) na +24 000 °C/min.
Rychlo nadavkujte obsah kryoSpicky nasledujucim spdsobom (pozri obrazok 3):
Rychlo utrite kryo$picku sterilnou utierkou
+ Odstrante kovové krycie puzdro
+  Odstrihnite tesnenie na Sirokom konci kryo$picky pri znacke ¢. 4
+ Siroky koniec kryospigky pevne pripojte k Hamiltonovej striekacke alebo vhodnému aspiraénému nastroju pomocou konektora
alebo adaptéra.
POZNAMKA: Skor, nez striekacku pripojite ku konektoru a kryospicke, nadvihnite piest striekacky o priblizne 0,5 palca (1,3 cm).
+ Jemnu $picku zlahka utrite dosucha sterilnou utierkou
+  Ked je kryoSpicka umiestnena nad pripravendi rozmrazovaciu misku, rychlo odstrihnite zapecatenie pri znacke ¢. 2 na jemnom
konci $picky a obsah kryo$pic¢ky nadavkujte ako malu kvapku (~ 1 pl) na sucht ¢ast misky nad kvapku TS (pozri obrazok 4).
POZNAMKA: PRI DAVKOVANI OBSAHU DAJTE POZOR, ABY SA NEVYTVORILI BUBLINY.
Kvapku TS spojte s obsahom kryopicky a nechajte ich postupne zmie$at 1 minttu (pozri obrazok 4).
Poznamka: Vzorky sa scvrknd a vyplavaja na povrch kvapky.
POZNAMKA: Po kazdom prenose vzorky vyfiknite véetky zvysky tekutiny z prenosovej pipety a natiahnite trochu roztoku z nasledujicej
kvapky pred dalSou manipulaciou. Dajte pozor, aby sa po¢as prenosov nevytvorili bubliny.
Natiahnite trochu roztoku DS do prenosovej pipety a preneste vzorky z kvapky roztoku TS s minimalnym objemom do kvapky roztoku
DS na 4 min(ty.
POZNAMKA: Pogas expozicie roztoku DS zostane vzorka scvrknuta.
POCAS TEJTO DOBY PRIPRAVTE DVE 50 ul KVAPKY ROZTOKU WS (WS1, WS2) TAK, AKO JE UKAZANE NA OBRAZKU 4.
Preneste vzorky do kvapky roztoku WS (WS1) na 4 mindty.
POZNAMKA: Vzorky by sa mali znovu roztiahnut na pévodn velkost do 2 — 3 min(t v roztoku WS.
Potom preneste vzorky do druhej kvapky roztoku WS (WS2) na 4 minaty.
Zahriate OOCYTY preneste do vopred ustaleného kultivaéného média s 20 % (v/v) bielkovinového dopinku alebo 12 mg/ml na obnovu
(2 - 3 hodiny, aby sa ponechal dostatok ¢asu na opatovné vytvorenie vretena) pred dalSou manipulaciou.
Pre zahriate EMBRYA existuju dve moznosti:
a) Na okamzity prenos do pacientky: EMBRYA preneste do vopred ustaleného ,prenosového* média s 20 % (v/v) bielkovinového
doplinku alebo 12 mg/ml.
b) Na dal$iu kultivaciu: EMBRYA preneste do vopred ustaleného kultivaného média s 20 % (v/v) bielkovinového doplnku alebo 12 mg/ml
na 4-hodinovi dobu obnovy. Po dobe obnovy EMBRYA preneste do kultivaéného média s 10 % (v/v) bielkoviny a primerane inkubujte,
kym sa nedosiahne pozadované vyvojové $tadium na prenos do pacientky.

NA ZAHRIEVANIE ZARIADENIA HVS AKO NOSICA:
VYZADOVANE, NO NEDODAVANE MATERIALY

Sterilna 4-jamkovéa miska (Nunc 179830, 144444 alebo ekvivalentné), alebo organova kultivaéna miska (BD Falcon 353037)
Jednorazové rukavice

Prenosové pipety

Pinzeta

Stopky alebo ¢asomer

Zasobnik tekutého dusika

Tekuty dusik

Noznice, klieSte alebo ina pomécka na strihanie drétov

Kultivatné médium s bielkovinou, vopred ustalené na 37 °C v inkubatore s CO, pred rozmrazovacim postupom

37 °C inkubator bez CO, alebo zahrievaci stolik
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NAVOD NA POUZITIE

Casti stpravy Vit Kit-Thaw (na jednu aplikaciu)
250 pl roztoku Thawing Solution-TS
+ 50 pl roztoku Dilution Solution-DS
+ 100 pl roztoku Washing Solution-WS

PROTOKOL ZAHRIEVANIA

(PRE OOCYTY A EMBRYA):
POZNAMKA: Zahrievacie kroky zahffiaju ponorenie zariadenia do roztoku TS pri teplote 37 °C a nasledné riedenie a premyvanie
v roztokoch DS a WS pri izbovej teplote.

1. Pripravte zahrievacie misky (ako je ukazané na diagrame so zariadenim HSV):

+  Priteplote 37 °C: Asepticky nadavkujte 250 pl roztoku TS do sterilnej 4-jamkovej misky alebo orgénovej kultivaénej misky a viozte
ju do inkubatora pri teplote 37 °C bez CO, alebo na zahrievaci stolik najmenej na 30 minut pred zahrievacim postupom.

POZNAMKA: Pre oocyty nadavkuijte m|n|malne 1 ml roztoku TS

2. ldentifikujte slamky HSV Straw na zahriatie z Gschovne LN, a rychlo ich preneste do zasobnika naplneného LN, na pripravu na
rozmrazovaci postup.

3. Zasobnik LN, umiestnite do blizkosti mikroskopu na naslednu rychlu manipuléciu.

4. Misku s TS vyberte z inkubatora teploty 37 °C alebo zahrievacieho stolika a polozte ju pod zaostrenie mikroskopu na vrchu stolika
mikroskopu.

5. Nadvihnite slamku natofko, aby sa obnazila farebna manipulacna tycinka. Dajte pozor, aby koniec so vzorkou zostal ponoreny do LN,

6.  Pomocou kliesti (alebo iného zariadenia na strihanie drétov) odstrihnite slamku vo vyske farebnej manipulacnej ty¢inky. Cervena
strihacia znacka na kliestoch by mala byt umiestnena do maximalnej polohy alebo odstranena.

+ Pripadne prstami a palcom otacajte slamku, pricom noZznicami robte strihacie pohyby 10 mm pod vrchom farebnej manipu-
lacnej tycinky.

7. Jednym raznym, no kontrolovanym pohybom rychlo zachytte manipulaénu ty&inku a vytiahnite ju zo slamky.
8.  Okamzite kanalik ponorte do 37 °C roztoku TS a jemnym virenim oddelte vzorky od zariadenia a nechajte postat 1 minttu.
Kroky 9 - 12 sa musia vykonavat pri izbovej teplote (22 °C - 27 °C).
+  Priizbovej teplote: Asepticky nadavkuijte jednu (1) 50 ul kvapku roztoku DS na sterilnu Petriho misku
9. Natiahnite trochu roztoku DS do prenosovej pipety a preneste vzorky z kvapky roztoku TS s minimalnym objemom do kvapky roztoku

DS na 4 mindty.

POZNAMKA: Podas expozicie roztoku DS zostane vzorka scvrknuta.

POCAS TEJTO DOBY PRIPRAVTE DVE 50 ul KVAPKY ROZTOKU WS (WS1, WS2) TAK, AKO JE UKAZANE NA DIAGRAME

SO ZARIADENIM HSV.

10. Preneste vzorky do kvapky roztoku WS (WS1) na 4 minaty.
POZNAMKA: Vzorky by sa mali znovu roztiahnut na povodn velkost do 2 — 3 mint v roztoku WS.
11.  Potom preneste vzorky do druhej kvapky roztoku WS (WS2) na 4 minaty.
12.  Zahriate OOCYTY preneste do vopred ustaleného kultivaéného média s 20 % (v/v) bielkovinového dopinku alebo 12 mg/ml na obnovu

(2 — 3 hodiny, aby sa ponechal dostatok ¢asu na opatovné vytvorenie vretena) pred dalSou manipulaciou.

Pre zahriate EMBRYA existujli dve moznosti:

a) Na okamyzity prenos do pacientky: EMBRYA preneste do vopred ustaleného ,prenosového média s 20 % (v/v) bielkovinového
doplnku alebo 12 mg/ml.

b) Na dalsiu kultivaciu: EMBRYA preneste do vopred ustaleného kultivaéného média s 20 % (v/v) bielkovinového doplnku alebo 12 mg/ml
na 4-hodinovii dobu obnovy. Po dobe obnovy EMBRYA preneste do kultivaného média s 10 % (v/v) bielkoviny a primerane
inkubujte, kym sa nedosiahne pozadované vyvojové Stadium na prenos do pacientky.

POZNAMKA: Obnovené oocyty sa musia oplodnit postupom ICSI na optimalne oplodnenie po vitrifikacii.

NA ZAHRIEVANIE POMOCKY CRYOLOCK™ AKO NOSICA:

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE MATERIALY
+  Steriln 4-jamkova miska alebo sterilné malé Petriho misky (35 x 10 mm alebo ekvivalentné)
Jednorazové rukavice
Prenosové pipety
Stopky alebo ¢asomer
Zasobnik tekutého dusika
+  Tekuty dusik
+ Kultivatné médium s bielkovinou, vopred ustalené na 37 °C v inkubatore s CO, pred rozmrazovacim postupom
+ 37 °C inkubator bez CO, alebo zahrievaci stolik
« Peéan
NAVOD NA POUZITIE
Casti stpravy Vit Kit-Thaw (na jednu aplikaciu)
* 1 mlroztoku Thawing Solution-TS
+ 50 pl roztoku Dilution Solution-DS
+ 100 pl roztoku Washing Solution-WS

PROTOKOL ZAHRIEVANIA

POZNAMKA: Zahrievacie kroky zahffiaj(i ponorenie zariadenia do roztoku TS pri teplote 37 °C a nasledné riedenie a premyvanie v roztokoch

DS a WS pri izbovej teplote.

1. Pripravte si rozmrazovaciu misku (ako je ukazané na diagrame s Cryolock, obrazok 1):
+ Priteplote 37 °C: Asepticky nadavkujte minimalny objem 1 ml roztoku TS a zahrejte ho na teplotu 37 °C v inkubatore bez CO,

alebo na zahrievacom stoliku najmenej 30 minut pred zaciatkom zahrievacieho postupu.

2. Identifikujte vzorky Cryolock, ktoré sa idu zahrievat, a rychlo ich preneste z ischovne LN, do skladovacieho zasobnika naplneného
LN, na pripravu na zahrievaci postup.

3. Skladovaci zasobnik naplneny LN, umiestnite do blizkosti pracovnej oblasti a stolika mikroskopu na dosiahnutie naslednej rychlej
manipulacie zo zasobnika do roztoku TS.
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4. Misku s TS vyberte z inkubatora teploty 37 °C alebo zahrievacieho stolika a poloZte ju pod zaostrenie mikroskopu na vrchu stolika
mikroskopu.
5. Peéanom podrzte horny koniec tela Cryolock s identifikanym oznacenim smerom nahor.
Moznost A: Rychlo, no jemne odstrarite vrchnak pod LN, ota¢anim Casti, kym sa neuvolnia.
Moznost B: Rychlo vyberte Cryolock z LN,, potom rychlo odstraite vrchnak jemnym otocenim.
POZNAMKA: Laboratérium by malo postupovat podra svojich vlastnych postupov a protokolov. Moznost A nie je schvalena na pouzitie v USA.
6.  Konkavnu $picku pomocky Cryolock so vzorkami smerom nahor okamzite ponorte do 37 °C roztoku TS. Pod mikroskopickym
pozorovanim jemne hybte poméckou Cryolock, kym sa vzorka neuvolni zo $picky.
7. Vzorky ponechajte v roztoku TS na celkom 1 mindtu.
8.  Tridsat (30) sekund po Gvodnom ponoreni vzorky jemne pipetujte, ak plavaju, a posufite ich na dno roztoku TS.
Kroky 9 - 12 sa musia vykonavat pri izbovej teplote (22 °C - 27 °C).

+ Priizbovej teplote: Asepticky nadavkujte jednu (1) 50 ul kvapku roztoku DS na sterilnt Petriho misku (pozri diagram s Cryolock,
obrazok 2)

9. Vzorky preneste do roztoku DS do 4 minGt. Vzorky jemne raz pipetujte, aby sa zaistilo kompletné oplachnutie v roztoku DS.

POZNAMKA: Pogas expozicie roztoku DS zostane vzorka scvrknuta.

10. Pocas 4-minutovej expozicie v roztoku DS asepticky nadavkujte dve (2) 50 pl kvapky roztoku WS (WS1, WS2), ako je ukazané
na diagrame.

11, Vzorky preneste do roztoku WS1 a potom WS2, kazdy na 4 minuty, bez rusenia.

POZNAMKA: Vzorky by sa mali znovu roztiahnut na pévodn( velkost do 2 - 3 mint v roztoku WS.

12.  Zahriate OOCYTY preneste do vopred ustaleného kultivaéného média s 20 % (v/v) bielkovinového doplinku alebo 12 mg/ml na obnovu

(2 - 3 hodiny, aby sa ponechal dostatok ¢asu na opatovné vytvorenie vretena) pred dalSou manipulaciou.

Pre zahriate EMBRYA existujli dve moznosti:

a) Na okamyzity prenos do pacientky: EMBRYA preneste do vopred ustaleného ,prenosového* média s 20 % (v/v) bielkovinového
doplnku alebo 12 mg/ml.

b) Na dalsiu kultivaciu: EMBRYA preneste do vopred ustaleného kultivaéného média s 20 % (v/v) bielkovinového doplnku alebo 12 mg/ml
na 4-hodinovii dobu obnovy. Po dobe obnovy EMBRYA preneste do kultivaného média s 10 % (v/v) bielkoviny a primerane
inkubujte, kym sa nedosiahne pozadované vyvojové Stadium na prenos do pacientky.

Dalsie podrobnosti o pouziti tychto produktov by malo kazdé laboratérium erpat zo svojich viastnych laboratérnych postupov a protokolov,
ktoré boli $pecificky vypracované a optimalizované pre va$ individualny medicinsky program.

POKYNY PRE UCHOVAVANIE A STABILITU

Neotvorené skumavky uchovavaijte v chladnitke pri teplote 2 °C az 8 °C. Pri odpori¢anom skladovani budi roztoky stpravy Vitrification
Thaw Kit stabilné az do datumu exspirécie vytlaceného na oznaceni skimavky.

Média nepouzivajte dlhSie nez osem (8) tyzdiov po otvoreni nadob.

Pretoze v produkte je pritomny material z fudskych zdrojov, po¢as uchovavania sa mozu vytvorit uréité tuhé castice. O tychto tuhych
Casticiach nie je zname, ze by mali vplyv na vykon produktu.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VAROVANIA

Tato pomdcka je urena na vyhradné pouzitie personalom vySkolenym na postupy asistovanej reprodukcie. Tieto postupy zahffiaju uréené
pouzitie, na ktoré je tato pomocka uréena.

Pracovisko pouZivatela tejto pomocky zodpoveda za udrziavanie sledovatefnosti tohto produktu a musi v potrebnych pripadoch spifiat
narodné predpisy tykajuce sa sledovatelnosti.

Nepouzivajte ziadnu skiimavku s roztokom, v ktorom sa javia znamky poskodenia, tniku, tuhych ¢astic, zakalu alebo zmenil farbu. Produkt
likvidujte v sulade s prislusnymi predpismi.

Aby nevznikli problémy s kontaminaciou, vzdy so zariadenim manipulujte s pouzitim aseptickych technik.

Podla st¢asnej vyskumnej literatdry st dlhodobé Uginky vitrifikacie na oocyty a embrya stale nezname.

NepouzZivajte ziadnu ffadu, ktorej sterilny obal bol naruseny.

EU: Standardné opatrenia na prevenciu infekcii v dosledku pouzitia medicinskych produktov pripravenych z fudskej krvi alebo plazmy
zahffiaju vyber darcov, skrining jednotlivych odberov a zdrojov plazmy na Specifické markery infekcii a zahffiajd uc¢inné vyrobné kroky
na inaktivaciu/odstranenie virusov. Napriek tomu, ked' sa podavaju medicinske produkty pripravené z fudskej plazmy alebo krvi, nemozno
Uplne vylucit moznost prenosu infekénych latok. Plati to aj pre nezname alebo vyvijajuce sa virusy a iné patogény. Neboli hlasené Ziadne
dokazané prenosy virusov s albuminom vyrobenych podla $pecifikacii eurdpskeho liekopisu pomocou zavedenych postupov. Zakazdym,
ked sa pacientke podavaju kultivaéné média produktov reprodukénych médii spoloénosti FUJIFILM Irvine Scientific, Inc., sa zaznamena
nazov a Cislo $arze produktu, aby sa zachovalo prepojenie medzi pacientkou a $arzou produktu.

USA: Tento produkt obsahuje ludsky sérovy albumin (HSA). Material z ludského 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 metéda véak neméze Gplne zarugit, ze produkty odvodené z fudskych zdrojov
nie st infekéné. So vSetkymi materialmi z ludskych zdrojov zaobchadzajte, ako keby boli schopné prenosu infekcie, s pouzitim vSeobecnych
bezpecnostnych opatreni. Darcovia zdrojového materialu tieZ podstupili skrining na CJD.

KONTRAINDIKACIE
Tento produkt obsahuje gentamicinsulfat. Musia sa vykonat primerané bezpe¢nostné opatrenia aby sa zaistilo, ze pacientka nie
je senzibilizovana na toto antibiotikum.
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BBNIAPCKU
NMPEAYNPEXAEHMWE 3A EC: Cawmo 3a npochecvoHanHa ynotpeba.

NOKA3AHUA 3A YNOTPEBA

Vit Kit-Thaw (BUTpuchmkaLmMoHeH KOMNNeEKT 3a pa3mpassiBaHe) e npeAHasHaveH 3a ynotpeba npu pasmpassiBaHe Ha BUTpUDULMPaHU
sityeknetkn (M), npoHykneapHu (PN) auroTu, 4o eM6puoHm B feH 3 Ha cTagus Ha JeneHe 1 eMOPUOHM B cTagus Ha Bnactouuct, kouto
ca 6unu BUTPUGULMPaHN C NOMOLLTA Ha BUTPUGUKALMOHHNSA KOMNMEKT 3a 3aMpa3sisaHe (kaTanoxeH Ne 90133-S0).

OMNUCAHUE HA U3QENUETO

Thawing Solution-TS e 6ycepeH pa3teop ¢ HEPES Ha Medium-199, cbabpxaly reHTamuuuH cyndar, 1,0 M cykposa v 20% (v/v) cepymen
cynnemeHT ¢ gekctpaH (DSS).

Dilution Solution-DS e 6ydepeH pastsop ¢ HEPES Ha Medium-199, cbabpxaly reHtamuuut cyndart, 0,5 M cykposa n 20% (v/v) DSS.
Washing Solution-WS e GycepeH pastsop ¢ HEPES Ha Medium-199, cbabpxaly reHTamuumuH cyndat u 20% (v/v) DSS.

DSS e npotenHoB cynnemeHT, cbeToswy ce oT 50 mg/mL TepaneBTMYeH knac YoBelwku cepymer anbymun (HSA) u 20 mg/mL pekcTpaH.
DSS ce nsnonssa npu 20% (v/v) BB Vit Kit-Thaw 3a okoH4aTenHa koHueHTpaums oT 10 mg/mL HSA n 4 mg/mL pekctpaH.

Tesu Tpu pasTeopa TpﬂﬁBa Aa Ce 1U3non3eart nocnefosaTesnHo B CbOTBETCTBME C MPOTOKONA 32 NOETANHO MUKPOKaANKOBO 3aTonngHe.

CbCTAB
Conu u itoHn AmMKA Ha HUKOTWHOBA M3TOYHMK Ha NpOTemnH MponuH Opyru
Hatpues xnopug KucenuHa YoBelLuku cepymeH TnpoauH l'yaHun
Hatpues docar MaHTOTEHOBA KUCENMHA  anbymuH AnaHuH XUMOKCaHTUH
Kanwues xnopua Pu6ocnasun Bydepy AcnaporuHoBa kucenuHa — TUMUH
Marnesaunes cyndat MupnaokenH Copa GukapGoHat [nyTamuHoBa kucenuHa  Ypauun
Harpues ayetat Tuamut HEPES W3onesunH KcaHTun
Kanumes xnopupg BuotuH VHaukaTop 3a oH JleBUnH AneHosnH
XeneseH HUTpaT Anda-Tokodepon —A—LL% BeH heHon MeTnoHuH AnetuH cyndat
XonuH xnopug Hatpues bucyngut P deHunanaHuH [esokcupubosa
BUTamMuHu U MuHepany  AHTvOKCUZAHT %{ng]ﬂyﬂ Cepu PuGo3a
AckopbuHoBa kucenuHa  nytaTuoH D,ey> g a TpeoHuH Bona
AmuHobeH30eHa AHTUBUOTHK KeTpaH TpunTocha WFI kauecTso
KucenuHa TeHTaMuLuH cyndat Aupotucentn Banuy
Kanuncpepon EHepruithu cybetpatu Aprui Lcre
donuesa kucenuHa CHeDriy CybeTpati nnynH XuppoKcunosnuH
HukoTuHoea kucenuea | 1ok03a Xuetuans Lnctun

WHoauTon NuanH

OCUrYPABAHE HA KAYECTBOTO
PasteopuTe BB Vit Kit-Thaw ca membparHo hunTpmupanu 1 acenTuiHo 06paboTeHn CbrnacHo BanuapaH1Te NPOU3BOACTBEHUTE NPOLIEAYPY.
Bcsika naptupa Vit Kit-Thaw npemuHaBa npes cnefHUTe U3NUTBaHUS:
PasrtBopu:
ExpoTokeuH no metoga Ha Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0,6 EU/ml)
AHanu3 Ha eMEpnoHN Ha MULLKK (efHa kneTka) (= 80% pasiumpeH 6nactoyuct)
CrepunuteT Ype3 HacTosLwms TecT 3a ctepunutet USP <71> (BanupeH)
Bcwnuku pesynTati ce oT4MTaT B CEPTUGMKAT 3a aHaNN3 3a KOHKPETHaTa NapTiaa, KOTO Ce NPefoCTaBs Npu NOMCKBaHe.

3A CRYOTIP 3A 3ATOMNAHE KATO HOCUTEN:

HEOBXOAMMU MATEPUANK, KOUTO HE CA BKNIOYEHU

KoHnektop (kaTanoxeH Ne 40736) unu agantep

Crepunnu netpuesu 6nioga (50 X 9 mm, Falcon 351006 unu exsuBaneHTHu)

PbkaBuum 3a efHokpaTHa ynotpe6a

CnpuHuoeka Hamilton GASTIGHT® (50 uL), katanoxen Ne 80901

TpaHchepupally nUNeTy (MUNEeTH CbC CTbKMEHO ByTano unm MUKPONUNETHW BbPXOBE C BbTPELLEH AnameTbp Ha Bbpxa ~200 um)
MuHueTN

XpoHOMeTbp unu Taiimep

Pe3epBoap 3a TeyeH a30T ([lloapoB CbA UM CTUPOMOPEH KOHTENHep C kanak ¢ obem 1-2 L)

TeueH a30T (B AOCTATBYHO KONUYECTBO, 3a a focTUrHe 4 uHya (10 cm) abnboumnHa B pe3epsoapa)

OcTpu HOXMLW (CTEpUnHI)

BopgHa 6aHs Ha 37° C

Cpeqa 3a kynTuBMpaHe ¢ NPOTEMH, NpeaBapuTeNnHo ypasHoBeceHa Ao 37° C B uHky6aTop ¢ CO, Npefy npoueaypata 3a pasmpasssaqe.
NhkybaTop Ha 37° C, 6es CO, unm cToika ¢ HarpsisaHe.

YKA3AHUA 3A YNOTPEBA
KomnoneHTu Ha Vit Kit-Thaw (3a Bcsiko npunoxenue):
+ 50 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS
* 1 KOHeKTOp.

NPOTOKOI 3A 3ATONNAHE

(3A AMLEKNETKN N EMBPUOHM):
3ABENEXKA: Mpouenypute TpsibBa fa ce M3BbPLUBAT Npy cTaitHa Temnepatypa (20 — 27° C). HE n3nonasaiite cToilka Ha MUKpOCKon
C HarpsiBaHe 3a cnegHuTe npoueaypu.
BHUMAHME: Mo Bpeme Ha MaHunynauuute B pa3TBOPW 3a pasMmpassiBaHe cBefeTe A0 MAHUMYM U3naraHeTo Ha cnecumeHa
Ha CBETNMHA.
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3atonnete konuyectoto TS, DS u WS, koeTo we u3nonssate, Ao cTaitha Temnepatypa (20 — 27° C) npeayn 3atonnsiHe Ha

BUTPUULMPAHUTE CMECUMEHMU.

3ABENEXKA: KoraTo BCeku mbT ce Hanara Aa u3nonasaTe Manko KOMMYECTBO OT pasTBopa, W3bsraiTe fa 3aTonnsate Uenute

enpyseTku ¢ TS, DS 1 WS HenpekbcHaTo A0 cTaitHa Temnepatypa. Mo-gobpe e Aa oTAenuTe KONMYECTBOTO, KOETO LU Ce M3NOon3Ba,

1 [la BbpHETe enpyBeTkuTe Ha Temnepatypa 2 — 8° C BeaHara cnes 0TAensHeTo.

HanmbnHeTe npeaHasHauyenns 3a ToBa pesepsoap ¢ TedeH asoT (~80% oT obema my) u ro nocrasete 6nu3o Ao kamepata ¢ LN,,

CbAbpXalla cnecumeHuTe, kouTo e 6baaT pasmpassBaHi.

M3BapeTe npbukmTe ¢ GokanuTe, chabpxaLyy CryoTip ¢ BUTPUGDULMPAHUTE CNECUMEHM, OT OTAENEHNETO C TEYEH a3oT U rv NpexBbpreTe

B MbIIHUSA C TEYEH a30T pe3epBoap.

BHVMAHVE: YBepere ce, ye CryoTip ocTasat notonenu B LN, (8 6okan) no Bpeme Ha npexsbpsHETO OT OTAENeHNeTo B pesepsoapa

¢ LN,, 3a ga npegoTspaTiTe HEKOHTPONMPAHO pa3mMpassBaHe Ha CiecuMeHnTe.

MocTaseTe pesepBoapa 6nu3o A0 Mukpockona 3a Gbpaa MaHunynaus.

lMocTaseTe eTukeT ¢ Heobxoaumata MHAGOPMALWMA Ha CTEPUITHO NeTpueBo BNioAo (Mnu kanak).

BHumatenHo obbpHeTe Besika enpyseTka ¢ TS, DS u WS fga nbTu, 3a Aa cMecuTe CbabpxaHueTo npeau ynotpeba.

MoarotseTe 6NOAOTO C KankyM OT pa3TBOPUTE 3a NPOTOKONA 3a 3aTONMsHe, KaKTo crneaBa:

KanHeTe acenTnyHo 2 MUKpoKanku BbpXy 06BbpHAT kanak Ha CTepUnHo neTpueBo 6iofio, kakTo e nokasaHo Ha durypa 1, u noctasete

6nioAoTO Ha CTolMKaTa Ha MUKpocKona:

* efiHa kanka 50 pl TS
* eaHa kanka 50 pl DS
* (nBe kankn WS e ce 13non3sar no-kbCHO, B CTbNKa 11).

MoctaseTe BoHaTa GaHs Ha 37° C 6nu3o o MUKkpockona. YBepeTe ce, Ye Habnuso pasnonarate Cbe CEAHOTO: TpaHcdhepupalla

nuneTa 1 BbPXOBE, CTEPUIHN OCTPU HOXMLW, CIPUHLIOBKA Hamilton 1 cTepunHu Kbpnnyku.

C nomoLyTa Ha NUHLETY (Mnu Knewn) u3saaeTe koHkpeTHus CryoTip ot CryoCane B TeyeH a3oT, 6bp3o notonete CryoTip BbB BoAHaTa

6aHs Ha 37° C (= 500 ml) 1 BHuMaTenHo pasaBuxeTe 3a 3 cekyHau, 3a Aa ro 3atonnute (Bx. durypa 2) npu + 24 000° C/min.

Bbpao n3BageTe cbabpxanueTo Ha CryoTip, kakTo cneasa (Bx. durypa 3):

Bbp3o n3bbpluete CryoTip Cbe CTEpUNHA KbpnMYKa.

CBanete pbkaBa Ha MeTanHus kanak.

CpexeTe yNNbTHEHMETO Ha Wwupokus kpait Ha CryoTip, npu Mapkuposka Ne 4.

IMpukpeneTe WwWupokusa kpaii Ha CryoTip 3apaBo KbM cnpuHLoBka Hamilton unu noaxoasLy acnUpaLnoHeH MHCTPYMEHT ¢ noMoLyTa

Ha KOHeKTOp unu apantep.

3ABEJIEXKA: MosaurHeTe 6ytanoto Ha cnpuHuoBkata Ha okorno 0,5 uHua (1,3 cm), npeau fa s NPUKpPENUTe KbM KOHEKTOpa

un CryoTip.

+  BHumatenHo n3bbpluete (UHNS BPbX CbC CTEPUIHA KbpNnYKa.

+ Korato CryoTip e noctaBeH Haa NofroTBeHoTO BMof0 3a pa3mpassBaHe, 6bP30 cpexeTe YNIbTHEHUETO Ha MapkupoBka Ne 2
Ha (hUHUA Kpail Ha BbpXa W KanHeTe CbabpxaHueTo Ha CryoTip kaTo manka kanka (~1 Wl) BbpXy cyxa 30Ha Ha 6nA0TO Haa
kankata TS (Bx. Purypa 4).
3ABENEXKA: U3BATBAVTE OBPA3YBAHE HA MEXYPYETA MPU U3BAXIAHE HA CbABPXAHUETO.

CmeceTe kankata TS cbe cbabpxanneto Ha CryoTip u 3vakaiTe 1 MUHyTa, 33 Aa Ce AaAe Bb3MOXHOCT 3a NOCTENEHHO CMecBaHe

(BX. ®urypa 4).

3abenexka: CnecMeHuTe LLe Ce CBUAT U Le U3NNYBAT Ha NOBLPXHOCTTA Ha kankaTta.

3ABENEXKA: Cnep Bcsiko NpexBbprsiHe Ha CecuMeH/CnecuMerm, NnpemMaxHeTe ocTaBalyata TeYHOCT B TpaHcdepupallaTa nuneta

1 u3TerneTe Manko pasTeop OT creABalyaTta kanka npean cneasalyata MaHunynaums. M3bsreaitte 0bpasyaHeTo Ha MexypyeTa no

BPEMe Ha NpexBbpsHUATA.

Waternete manko DS B TpaHcthepupallata nuneTa u NpexsbpneTe cnecuMeHalcnecumMeHnTe oT kankata TS ¢ MUHUManHo KonMYecTso

B kankata DS 3a 4 munyTH.

3ABENEXKA: CnecuMeHbT LLe 0CTaHe CBUT, A0KaTO e U3noxeH Ha DS.

MPE3 TOBA BPEME NMOArOTBETE ABE KAMKWX 50 pl WS (WS1, WS2), KAKTO E MOKA3AHO HA ®U'YPA 4.

MpexsBbpnete cnecumeHa/cnecumennte B kankata WS (WS1) 3a 4 MuHyTy.

3ABENEXKA: CnecumetbT/cnecumenute TpsiBa fja ce yronemu/yroneMsT OTHOBO [0 MbpBOHaYanHus pasvep 3a 2 — 3 MuHyTH BbB WS.

Criep ToBa npexsbprieTe cnecvmena/cnecumenTe BbB BTopata kanka WS (WS2) 3a 4 MuyTy.

Mpexebpnete 3atonneHata/satonnennte ANLEKNETKA/AVLIEKNETKU B npeasapuTento exksunubpupana cpeaa 3a kynTuBupaHe

€20% (v/v) unn 12 mg/ml npoTEMHOB CynneMeHT 3a Bb3cTaHOBsIBaHe (Heobxoanmm ca 2 — 3 Yaca 3a NOBTOPHO (hopMUpaHe Ha BPETEHO)

npeav nocneAsalyy MaHunynayum.

3a 3atonnenus/satonnennte EMBPUOH/EMBPMOHW ma gee onuuu:

a) 3a He3abaBHO npexBbpnsiHe B nauueHT: npexsbpnete EMBPUOHA/EMEPUOHWUTE B npeaBaputenHo eksunubpupana
L,TpaHcdepupalya“ cpeaa, cbabpxatia 20% (v/v) unu 12 mg/ml npoTenHOB cynnemeHT.

b) 3a no-HaTaTblHO kynTuBMpaHe: npexsbpnete EMBPUOHA/EMBEPUOHWUTE B npeapaputenHo ypaBHoBeceHa cpepa 3a
KynTueupare, cbabpxatla 20% (v/v) unu 12 mg/ml npoTenHOB CynnemeHT 3a 4-4acoB Nepuog 3a BbacTaHoBsiBaHe. Cnep nepuoaa
3a BbacTaHoBsBaHe npexsbpnete EMBPUOHA/EMBPUOHWUTE B cpepa 3a kyntueupane ¢ 10% (V/v) NpoTeuH W CbOTBETHO
WHKY6UMpaiTe, JokaTo 6bAe AOCTUTHAT XeNaHWAT CTafuil Ha pasBUTME 3a NPEXBBPISHE B NALNEHT.

3A 3ATONNAHE HA U3OENUE HSV 3A KATO HOCUTEN:
HEOBXO[UM MATEPUATN, KOUTO HE E BKNIOYEH

CrepunHo 4-amkoso 6miogo (Nunc 179830, 144444 unu eksuBaneHTHo) unu 6niofo 3a KynTusmpaHe Ha opraxu (BD Falcon 353037)
PbkaBuum 3a efHokpaTHa ynotpeba

TpaHcdepupalyy nuneTy

MuHyeTn

XpoHOMeTbp unu Taimep

Pesepsoap 3a Te4eH asot

TeueH asoT

Hoxuuu, knewwm Knipex unu apyro nsnenve 3a pssaue Ha Ten

Cpepa 3a KynTuBMpaHe ¢ NpoTeuH, NpeaBapuTenHo ypasHoseceHa Ao 37° C B ukkybatop ¢ CO, npea npoueaypata 3a pasvpassisaHe
Wuky6atop Ha 37° C, 6es CO, unu cTolika ¢ HarpsiBaHe.
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YKA3AHWA 3A YNOTPEBA
KomnoweHTu Ha Vit Kit-Thaw (3a Bcsiko npunoxeHue):

+ 250 pl Thawing Solution-TS
+ 50 pl Dilution Solution-DS
+ 100 pl Washing Solution-WS.

MPOTOKOI 3A 3ATOMNAHE
(3A AMLEKNETKN M EMBPUOHM):

> w

7.
8.

3ABENEXKA: CtbnkuTe 3a 3aTonnsHe BKloyBaT notansiHe Ha nsaenueto B TS Ha 37° C v nocnefgallo paspexaaqe U npoMmusaqe

8 DS n WS Ha craiiHa Temnepatypa.

MoaroTeeTe GriofaTta 3a 3aToONNAHE (KaKTo € Noka3aHo Ha Auarpamata Ha uagenueto HSV):

+ Ha37° C: KanHeTe acenTuyHo kanku 250 pl TS B cTepunHo 4-amkoBo 6nioA0 unv 6noAo 3a KynTUBUPaHe Ha Opraxu U ro nocTaseTe
B MHkybaTop Ha 37° C 6es CO, unw Ha cToiika ¢ HarpsaHe Haii-manko 30 MUHYTV Npean NpoueayparTa 3a 3aTonnaHe.

3ABEJIEXKA: 3a sifuekneTku, kanHeTe Hait-manko 1 ml TS.

Wsbepete kou HSV Tpubudkm ot otaenenmeto ¢ LN, we 6baaT 3atonnenm v 61p3o rv npexsbpnete B mbieH ¢ LN, pesepsoap

3a NOAroTBAHE 3a NpoLeaypa 3a pa3MpassBaHe.

Mocrasete pesepsoapa ¢ LN, 61130 ao mukpockona 3a nocnefsaiia 6bpsa maHunynaums.

W3BageTe 6nogoTo ¢ TS ot uHkyGatopa Ha 37° C unu cToiikata ¢ HarpsisaHe W ro noctaseTe Ha (HOKYC B FOpHaTa YacT Ha cTolkaTa

Ha MUKpockona.

MoBaurHeTe TpbOMYKaTA [OCTATBYHO, Ye Aa Ce OTKPUE OLIBETEHUSIT MaHUNYNaLMOHEH NpbT. YBepeTe ce, Ye KpasT CbC cnecimeHal

cnecvmeHuTe ocTasa notoneH B LN,

M3anonagaiite knewu Knipex (unn apyro usnenue 3a psisaHe Ha Ten), 3a Aa oTpexeTe TpbbUUKaTa Ha BUCOYMHATA Ha OLBETEHUS

MaHUNynaunoHeH npbT. YepBeHnAT Bofay 3a AbMXMHA Ha pssaHe Ha knewwte Knipex Tpsifea Aa GbAe noctaBeH B NONOXeHue

3a MakcuManHa AbmkuHa unu Aa 6bae npemaxHar.

+ Kato anTepHaTiBa n3nonasaite NpLCTUTE W NaneLa cu, 3a a BbpTUTE TpbbMYKaTa, AOKATO M3BBPLUBATE ABIKEHNATA 3a pA3aHe
C HOXWLYM, Ha 10 mm noA ropHaTa YacT Ha OLBETEHWUst MaHUNynaLyoHeH NpbT.

C 6bp30, HO KOHTPONUPAHO ABIXEHNE GbP30 CTUCHETE MaHMNYNALMOHHNS NPBT U f0 U3BafeTe OT TpbOuykaTa.

HesabasHo notonete ynes B TS Ha 37° C v BHUMATENHO ro pa3aBuXeTe, 3a Aa 0TKa4NUTe CNeCMMEHUTE OT U3eNneTo, 1 ro ocTaBeTe

3a 1 MuHyTa.

Crbnkn 9 - 12 TpsibBa Aa ce M3BbLPLIBAT Ha CTailHa Temnepatypa (22 - 27° C).

9.

1.
12.

+ Ha craitHa Temneparypa: KanHeTe acentuyHo eaHa (1) kanka 50 pL DS BbpXy cTepunHo neTpueso 6ntoao.

Waternete manko DS B TpaHcthepupallata nuneTa u npexsbpneTe cnecuMeHal/cnecuMeHnTe ot kankata TS ¢ MUHUManHO KonM4ecTso

B kankata DS 3a 4 MuHyTH.

3ABENEXKA: CnecuMeHbT Lje ocTaHe CBUT, A0KATO e u3noxeH Ha DS.

MPE3 TOBA BPEME MOArOTBETE ABE KAMKW 50 ul WS (WS1, WS2), KAKTO E MOKA3AHO HA IMATPAMATA HA M3AENUETO HSV.

Mpexsbpnete cnecmera/cnecumennte B kankata WS (WS1) 3a 4 MunyTH.

3ABENEXKA: CnecumeHbT/cnecumenuTe TpsibBa Aa ce yronemm/yronemsT 0THOBO A0 MbPBOHaYanHUs pasmep 3a 2 — 3 MUHYTH BbB WS.

Criep ToBa npexsbpreTe cnecvmena/cnecumennTe BbB BTopata kanka WS (WS2) 3a 4 MutyTy,

Mpexebpnete 3atonnenata/satonnennte AULEKNETKA/AVLEKNETKI B npepsaputento eksunubpupaHa cpefa 3a Kyntusupaxe

€ 20% (v/v) unn 12 mg/ml NpoTeMHOB CynneMeHT 3a Bb3cTaHoBsBaHe (HeobxoanMu ca 2 — 3 yaca 3a NOBTOPHO (OPMUPaHE Ha BPETEHO)

npeav nocneAsaLyy MaHunynaLum.

3a 3atonnexus/satonnexnte EMBPUOH/EMBPUOHN ma ase onuun:

a) 3a He3abaBHO npexsbpnaHe B nayueHt: npexsbpnete EMEPUOHA/EMEPUOHWNTE B npepBaputento eksunubpupana
L, TpaHcdepupalla“ cpeaa, coabpxkata 20% (v/v) unu 12 mg/ml npoTenHoB CynnemeHT.

b) 3a no-HataTbwHO kyntusupaHe: npexsbpnete EMBPUOHA/EMBPUOHUTE B npeasaputenHo ypaBHOBECEHa cpeaa 3a
KynTusmpaHe, cbabpxatua 20% (v/v) unn 12 mg/ml npoTenHos cynnemeHT 3a 4-4acos nepuoa 3a BbacTaHossBaHe. Cnes nepuoaa
3a Bb3cTaHoBABaHe npexsbpnete EMBPUOHA/EMBPUOHWUTE B cpepa 3a kyntusupaxe ¢ 10% (v/v) npoTenH u CbOTBETHO
nHKy6upaiiTe, aokato 6bae AOCTUrHAT KENaHUAT CTaauil Ha pa3BUTUE 3a NPEXBBPMAHE B NALMEHT.

3ABENEXKA: BbactaHoBeHUTe silekneTkv Tpsbea Aa 6baat onnogenu ¢ nomowTa Ha ICSI 3a onTumanHo onnoxpaHe cnea

BUTpUULMPaHE.

3A CRYOLOCK™ 3A 3ATOMNAHE KATO HOCUTEN:
HEOBXOAMMU MATEPUANK, KOUTO HE CA BKNIOYEHHU

CrepunHo 4-sMkoBo 6nt0A0 UnK cTepunHU Manku netpuesm 6mioga (35 X 10 mm unu eksuBaneHTHM)

PbkaBuUm 3a egHoOKpaTHa ynoTpeba

TpaHcdepupalyy nuneTu

XpOHOMETBbP unu Taitmep

PesepBoap 3a TeyeH asot

TeuyeH asor

Cpepa 3a kynTuemMpaHe c NpoTeuH, NpeaBapuTenHo ypasHoseceHa Ao 37° C B ukkybatop ¢ CO, npean npoueaypata 3a pasvpassisaHe
NHky6atop Ha 37° C, 6es CO, unu cToiika ¢ HarpsisaHe

dopuenc.

YKA3AHWA 3A YNOTPEBA
KomnoneHy Ha Vit Kit-Thaw (3a BCsiko npunoxeHue):

* 1 ml Thawing Solution-TS
+ 50 pL Dilution Solution-DS
+ 100 pL Washing Solution-WS.

NPOTOKON 3A 3ATOMNNAHE
SABEJIEXKA: CTbnkuTe 3a 3aTonnsHe BKNOYBAT noTansiHe Ha napenueto B TS Ha 37° C 1 nocnessalyo paspexaaHe 1 npommneaxe B DS n WS
Ha cTailHa TemnepaTypa

1.

2.

MoaroTseTe 6niofo 3a pasmpassiBaHe (kakTo e nokasaHo Ha Auarpamara Ha Cryolock, ®urypa 1):

+ Ha 37° C: Kannete acenTuyHo MuHMManHo konu4ectso o 1 ml TS u satonnete Ao 37° C B uHkybatop 6e3 CO, unm Ha colika
C HarpsiBaHe Hail-manko 30 MUHYTV Npeau 3anoyBaHe Ha npoleaypaTa 3a 3aTonnsHe.

Wsbepete kon npobu B Cryolock we 6baat satonneHn v 6bp3o rv npexsbpnete oT oTaenexneTo ¢ LN, B mbnew ¢ LN, pesepsoap

3a NOArOTBAHE 3a NpoLieaypa 3a pa3vpassiBaHe.
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3. ToctaseTe mbnHus ¢ LN, pesepsoap 3a CbxpaHeHue B HeNoCpeACTBEHa Brin3ocT A0 30HaTa Ha paboTa v cToiikaTa Ha MUKpockona,
3a fla ce No3Bonu nocneaBalya 6bp3a MarUnynaLyms ot pesepeoapa B TS.
4. V3Bapete 6noaoTo ¢ TS oT uHkyGaTopa Ha 37° C unu cToiikaTa ¢ HarpsiBaHe W ro noctaBeTe Ha (HOKYC B FOpHaTa YacT Ha cTolkaTa

Ha MUKpocKona.

5. C nomowTta Ha (hopLenc 3aapbxTe ropHus kpait Ha kopnyca Ha Cryolock, ¢ MAEHTUDUKALMOHHNS ETUKET Harope.
Onums A: Bbp3o, HO BHMMaTeNHO MaxHeTe kanadkata nog LN, kaTo BbpTUTe YacTuTe, Aokato rv ocsoboauTe.
Onuus B: Bbpao ussapete Cryolock ot LN,, a cneq Tosa 6bp30 MaxHeTe kanaukara G neko 3asbpTaHe.
3ABEJIEXKA: NlabopaTopusita Tpsi6Ba Aa ce KOHCynTUpa CbC COBCTBEHUTE CU npoledypu u npotokonu. Onuust A He e paspelueHa
3a uanonssane B CALL,.
6. HesabasHo notonete Bonb6HaTHs Bpbx Ha Cryolock, cbe cnecumeHal/cnecumeHnTe, HacoueH/HacoueHu Harope, B TS Ha 37° C. [lokaTo
HabniogasaTe nog MUKpockon, BHUMaTenHo npemectete Cryolock, fokato cnecumenbT/cnecumenute 6bae/6baat ocsobogerm
OT BbpXa.
7. Ocrasete cnecumeHal/cnecumenute 3a 06wo 1 muHyta B TS.
8. 30 (TpupeceT) cekyHav Cnea MbpBOHAYaNHOTO NOTansHe BHUMATENHO NUNEeTUpaiiTe CnecumMeHal/cnecmeHnTe, ako uannyea/mannysar,

1 ro/rv nocTaBeTe Ha AbHOTO Ha TS.

Crbnkn 9 — 12 TpbBa Aa ce M3BBPLUBAT Ha CTaiHa Temnepatypa (22 — 27° C).

+ Ha craitha Temnepatypa: KanHete acenTtuyHo eaHa (1) kanka 50 pL DS Bbpxy ctepunHo netpueso 6niogo (BX. Auarpamara
Ha Cryolock, ®urypa 2).

9. [pexsbpneTe cnecumeHa/cnecumennte B DS 3a 4 MuHyTH. BHUMaTENHO nuneTupaiiTe cnecuMeHNUTe eauH NbT, 3a fla rapaHTupaTe,

Ye ca HanbnHo notoneu B DS.

3ABENEXKA: CnecMeHbT LLe ocTaHe CBUT, A0KATO e U3noxeH Ha DS.

10. Mo Bpeme Ha 4-MMHYTHOTO M3naraHe Ha DS kanHeTe acenTuyHo 2 (aBe) kanku 50 uL WS (WS1, WS2), kakTo € nokasaHo Ha Anarpamara.

11.  Mpexsbpnete cnecumenal/cnecumennte B WS1 u cnep Tosa B WS2, Bceku mbT 3a 4 MUHYTH Be3 npekbCBaHe.

3ABENEXKA: CnecvmenbT/cnecumenmTe Tpsibsa Aa ce yronemu/yronemMaT 0THoBO A0 MbpBOHAYasHMs pasmep 3a 2 — 3 MuHyTH BbB WS,

12. Mpexsbpnete 3atonnenara/satonnexunte AVNLEKNETKA/AWLEKNETKW B npessaputenHo eksunubpupaxa cpeaa 3a KyntueupaHe
¢ 20% (v/v) unn 12 mg/ml npoTenHOB CynnemeHT 3a Bb3cTaHoBsBaHe (Heobxoaumu ca 2 — 3 yaca 3a NOBTOPHO (hOPMUPaHE Ha BPETEHO)
npeav nocneABaLyy MaHunynayum.

3a 3aTonnexus/3atonnenute EMBPUOH/EMBPVMOHW uma gse onumu:

a) 3a He3abaBHO npexBbpnsHe B nauueHt: npexebpnete EMBPUOHA/EMBPUOHUTE B npeaBaputenHo ypaBHOBeCeHa
L, TpaHcdepupalla“ cpeaa, cvabpxkalya 20% (v/v) unu 12 mg/ml npoTeMHOB CynnemeHT.

b) 3a nmo-HataTblwHO kynTuBMpaHe: npexebpnete EMEPUOHA/EMBPUOHUTE B npeasaputento ypaBHoBeceHa cpeaa 3a
KynTueupaHe, cbabpxatya 20% (v/v) unu 12 mg/ml npoTenHoB cynnemeHT 3a 4-4acoB nepuop 3a BbacTaHoBsiBaHe. Cref nepuoaa
3a BbacTaHoBsiBaHe npexsbprete EMBPUOHA/EMBPUOHWUTE B cpepa 3a kyntusupaxe ¢ 10% (v/v) NpoTenH u CbOTBETHO
WHKyBupaliTe, fokaTo 6bAE AOCTUIHAT KENaHUAT CTaANA HA Pa3BUTUE 3@ NPEXBBPIISIHE B NALMEHT.

3a fombnHUTENHU NOAPOGHOCTM OTHOCHO ynoTpebaTta Ha Teau NPOoAyKTW BCska nabopatopust TpsbBa Aa ce KOHCynTUpa CbC CBOUTE
coBCTBEHN NPOLIEAYPY 1 NPOTOKONK, KOUTO Ca CrieLuanHo pa3paboTeHn 1 oNTUMU3NpaHK 3a BalwaTa HAWBKUAYanHa MeauLMHCKa nporpama.

WHCTPYKLIMKU 3A CbXPAHEHUE U CTABUNHOCT

CbXxpaHsiBaliTe HeOTBOpeHUTE enpyBeTki B xnaaunHuk npu 2° C go 8° C. Korato ce CbxpaHsiBaT Copef MHCTPYKLUUTE, pa3TBOpUTE Ha
BUTPUCHMKALIMOHHIS KOMNNEKT 3a pa3MpassiBaHe ca CTabuUnHU 0 U3TUYaHe Ha CPoka UM Ha FOAHOCT, MOCOYEH Ha eTUKETUTE Ha eNpYBETKUTE.
He n3nonssaiite u3genueTo noeeye 0T 8 (0cem) CeAMULYM cnef OTBapsiHe Ha KOHTEMHepUTe.

Tl KaTo B NPOAYKTA MMa HaNWYHN MaTep1ani OT YOBELLKW U3TOYHUK, B HETO MOXE f1a Ce Pa3BUAT HSKOW YaCTULM N0 BpEME Ha CbXpaHeHue.
He e ycTaHOBEHO flanu TO3W TUN YacTULy BIusie BbPXY AEACTBUETO Ha NPOAYKTa.

NMPEANA3HU MEPKWU U NPEAYNPEXAEHNA

ToBa n3genue e npeaHasHadeHo 3a ynotpeba ot nepcoan, obyyeH B NpoLeaypuUTe 3a acUCTUpaHO Bb3NPOU3BOACTBO. Tean npoLeaypu
BKMIOYBAT NPEABMAEHOTO NPUNOXKEHNE, 3a KOETO TOBA € U3AeNKe e NpeaHa3HaueHo.

YupexpeHneto Ha noTpebutens Ha ToBa W3fenue HOCU OTTOBOPHOCT 3a NOAAbPXKAHE Ha MPOCneAsieMocTTa Ha NpoaykTa u Tpsbea
Ala cnasea HaLMOHanKUTe pasnopeAdn 0THOCHO NPOCNeASeMOCTTa, KOraTo € MPUIOXIUMO.

He n3nonasaitte enpyeeTka ¢ pa3TBOp, MpW KOSATO UMa SACH MPU3HALM HA NOBpeAa, TeY, YacTuLW, 3aMbInABaHe WU NPOMEHEH LBST.
V3xebpneTe NpoayKkTa CbrnacHo Npunoxummute pasnopeabu.

3a fa u3berHeTe npobnemm CbC 3aMbpcsiBaHe, U3NON3BANTE aCENTUYHN TEXHUKM.

B MomeHTa HayyHaTa nuTepaTypa Mocousa, Ye AbArocpoyHUTE edekT OT BUTPUDMKALMUS Ha SALEKNeTKn U eMBPUOHM Bce ole
He Ca U3BECTHM.

He nanonassaiite 6yTunku ¢ HapyLueHa cTepunHa onakoska.

EC: CtaHpapTHUTe MepKku 3a npedoTBpaTsaBaHe Ha MHAeEKLUM, Npon3TYaLLm ot ynotpebara Ha nekapcTBeHN NpoAYKTM, MPUrOTBEHN OT
YoBelLLKa KpbB UK NNa3ma, BKoYBaT U3Bop Ha JOHOPU, CKPUHUHT Ha MHAVBUAYANHO fapsiBaHe U pe3epBoapy ¢ Nnasma 3a cneuuduyHn
MapKepu 3a MHEKLNS, KaKTO 1 BKMIOYBaHe Ha edeKTUBHI NPOV3BOACTBEHM CTBIKV 3a ieakTUBUpaHe/NpeMaxBaHe Ha Bupycy. Bunpeky Tosa,
KoraTo ce npunarar nekapcTBeH| NPOAYKTH, NPUrOTBEHM OT YOBELUKA KPbB UM NNa3ma, He MOXe HaMbIIHO Aa Ce U3KNIYM Bb3IMOXKHOCTTA
OT NpeAaBaHe Ha NPUYMHUTENN Ha WHEKLMKM. ToBa BaXM CbLLO Taka U 3a HEMO3HATW UMW HOBOBB3HUKBALYW BUPYCH M PYIY NaTOreHu.
Hsma faHHu 3a aokasaHo npeaaBaHe Ha BUpYcK ¢ anbymuH, npousseaeH no cneundukalumnte Ha EBponeiickata apmakones 1 cnopea
yCTaHOBeH!TE npoLiecu. HacTosTenHo ce npenopbyBa Npy BCAKO NpunaraHe Ha npoaykTute ¢ penpoayktushu cpeactsa FUJIFILM Irvine
Scientific, Inc. BbpXy NayuMeHT Aa ce 3anucBaT HaMMEHOBAHWETO ¥ HOMEPa Ha NapTuAaTa Ha NpoayKTa, 3a Aia Ce NOAAbPXKa BPb3Kka MEXAY
nauyueHTa u napTuaata.

CALL: Toan npopyKT ChAbPXa YoBeLLKM cepymeH anbymuH (HSA). MaTepuanute oT HOBELLKM M3TOYHMK, U3MON3BAHM NPU NPOU3BOACTBOTO
Ha TO3W NPOAYKT, Ca U3cneABaHM C KOMMNEKTU, NULEH3MPaHK OT AreHLsiTa 3a KOHTPON Ha XpaHUTe U NIekapeTBaTa, U He € YCTaHOBEHO Aa
Ca peakTUBHM Ha aHTuTenata cpewy xenatut C (HCV) aHTutenara cpelly Yoselki umyHoaeduuuter supyc (HIV). Bunpeku Tosa H1TO
€QVH METOA Ha u3cneaBaHe He jaBa MbiHa rapaHLys, Ye NPOAYKTUTE C YOBELLKW NPOU3XO/ HE MPUYNHABAT MHGeKLMK. PaBoTeTe ¢ BCUYKN
NPOAYKTM OT YOBELUKM M3TOYHWK Taka, KaTo Ye ni ca cnocobHu fa npepafaT MHAEKLUMS W U3NON3BaiiTe yHMBEpCanHu NpeanasHn Mepku.
OcBeH TOBa IOHOPUTE Ha 3XOAHUTE MaTepuanu ce uscnensat 3a bonect Ha Kpoiiudena-Ako6 (CJD).

MPOTUBONOKA3AHUA
IMpoAyKTLT ChabpXa reHTamuuuH cyndar. Tpabea Aa ce B3eMat NoaAXOAsALM Npeanas3Hu MepKM, 3a Aa ce rapaHTupa, Ye naunueHTbT He
€ YYBCTBUTENEH KbM aHTUBUOTULM.
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HRVATSKI

UPOZORENJE ZA EU: Samo za profesionalnu uporabu.

INDIKACIJA ZA UPOTREBU

Komplet Vit Kit-Thaw (Vitrification Thaw Kit) namijenjen je za odmrzavanje vitrificiranih oocita (Mll) i zigota u pronuklearnom (PN)
stadiju sve do embrija u stadiju diobe 3. dana i embrija u stadiju blastociste koji su vitrificirani kompletom Vitrification Freeze Kit
(kataloski br. 90133-SO).

OPIS PROIZVODA

Thawing Solution-TS otopina je puferirana HEPES-om formule Medium-199 koja sadrzi gentamicin sulfat, 1,0 M saharoze i 20 % (v/v)
proizvoda Dextran Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS otopina je puferirana HEPES-om formule Medium-199 koja sadrzi gentamicin sulfat, 0,5 M saharoze i 20 % (v/v)
proizvoda DSS.

Washing Solution-WS otopina je za ispiranje puferirana HEPES-om formule Medium-199 koja sadrzi gentamicin sulfat i 20 % (v/v)
proizvoda DSS.

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-Thaw, ¢ime se postize ukupna kona¢na koncentracija od 10 mg/ml
HSA i 4 mg/ml dekstrana.

Ove se tri otopine moraju upotrebljavati sekvencijalno prema postepenom protokolu zagrijavanja za mikrokapi.
SASTAV

Soli i ioni Nikotinamid lzvor proteina Histidin Hidroksiprolin
Natrijev klorid Pantotenska kiselina Humani serumski Lizin Cistin
Natrijev fosfat Riboflavin albumin Prolin Ostalo
Kalijev klorid Piridoksin Puferi Tirozin Gvanin
Magnezijev sulfat Tiamin Natrijev bikarbonat Alanin o Hipoksantin
Natrijev acetat Biotin HEPES Asparaginska kiselina Timin
Kalcijev klorid Alfa-tokoferol N Glutaminska kiselina Uracil
e ; L Pokazatelj pH . racit
Zeljezov nitrat Natrijev bisulfit Fenolno crvenilo Izoleucin Ksantin
Kolin Klorid Antioksidans Leucin Adenozin
o , Pese— Makromolekule Metionin ;
Vitamini i minerali Glutation Adenin sulfat
" i Saharoza Fenilalanin -
Askorbinska kiselina Antibiotik Dekstran ! Deoksiriboza
Aminobenzojeva kiselina  Gentamicin sulfat e Serin Riboza
Kalciferol ) ) Aminokiseline Treonin
ho Energetski supstrati Arginin Trintof Voda
Folna kiselina 9 fiptotan Voda kvalitet
ikotinska kisell Glukoza Glicin Valin oo valtete za
Nikotinska kiselina Inozitol Cistein injekcije

OSIGURAVANJE KVALITETE
Otopine u kompletu Vit Kit-Thaw membranski su filtrirane i asepticki obradene prema potvrdenim proizvodnim postupcima.
Svaka Sarza kompleta Vit Kit-Thaw ispituje se sljede¢im ispitivanjima:
Otopine:
Endotoksin prema metodologiji Limulus amebocitnog lizata (LAL) (< 0,6 EU/ml)
Analiza mi$jeg embrija (jedna stanica) (= 80 % prosirena blastocista)
Sterilnost prema trenutacnom testu sterilnosti Americke farmakopeje (USP) <71> (prolazan rezultat)
Svi se rezultati biljeze na potvrdi o analizi za specificnu $arzu koja je dostupna na upit.

ZA ZAGRIJAVANJE SLAMKE CRYOTIP KAO NOSITELJA:

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU UKLJUCENI U OPSEG ISPORUKE
+  Prikljucak (kataloski br. 40736) ili prilagodnik
+  Sterilne Petrijeve zdjelice (50 x 9 mm, Falcon 351006 ili proizvod jednake kvalitete)
* Rukavice za jednokratnu uporabu
+ Strcaljka Hamilton GASTIGHT® (50 pl), kataloki br. 80901
+ Prijenosne pipete (pipete od izvu¢enog stakla ili vrSci mikropipeta s unutarnjim promjerom vrska od ~200 um)
Pinceta
Stoperica ili brojag vremena
Spremnik za tekuc¢i dusik (vakuumska boca ili stiroporni spremnik s poklopcem, volumen 1 -2 1)
Teku¢i dusik (dovoljan volumen da dubina u spremniku bude 10 cm (4 in¢a))
+  Ostre $kare (sterilne)
* Vodena kupka s temperaturom od 37 °C
+ Kultivacijski medij s proteinom, prethodno ekvilibriran na 37 °C u inkubatoru s CO, prije odmrzavanja.
+ Inkubator od 37 °C bez CO, ili stoli¢ za zagrijavanje.
UPUTE ZA UPORABU
Komponente kompleta Vit Kit-Thaw (za svaku primjenu):
+ 50 pl otopine za odmrzavanje Thawing Solution-TS
+ 50 pl otopine za razrjedivanje Dilution Solution-DS
+ 100 pl otopine za ispiranje Washing Solution-WS
+ 1 prikljucak
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PROTOKOL ZAGRIJAVANJA
(ZA OOCITE | EMBRIJE):

o

13.
14.

NAPOMENA: Vrsite postupke na sobnoj temperaturi (20 — 27 °C). NE upotrebljavajte zagrijani stoli¢ mikroskopa za sljedece postupke.

OPREZ: $to manie izlaZite uzorak svjetlosti tijekom manipulacija s pomocu otopina za odmrzavanie.

Prije zagrijavanja vitrificiranih uzoraka zagrijte na sobnu temperaturu (20 - 27 °C) potrebnu koli¢inu otopina TS, DS i WS.

NAPOMENA: Ne zagrijavajte cijele ampule otopina TS, DS i WS na sobnu temperaturu ako svaki put trebate samo malu koli¢inu

otopine. Bolje je odrediti alikvote za koli¢inu koju ¢ete upotrijebiti i odmah nakon toga vratiti ampule na 2 - 8 °C.

Napunite spremnik tekuceg dusika tekucim duikom (do ~80 %) i poloZite ga u blizini zamrzivaca s teku¢im dusikom (LN,) koji sadrzi

uzorke za odmrzavanje.

Uklonite aluminijske drzace s ¢aSicama koje sadrze slamke CryoTip s vitrificiranim uzorcima iz pohrane s teku¢im dusikom i prenesite

ih u spremnik napunjen tekuc¢im dusikom.

OPREZ: Slamke CryoTip obavezno moraju ostati uronjene u LN, (u ¢asici) tijekom prijenosa iz pohrane u spremnik s tekucim dusikom

(LN, ) da ne bi do$lo do nekontroliranog odmrzavanja uzoraka.

Polozite spremnik blizu mikroskopa da bi bila moguc¢a brza manipulacija.

Zabiljezite potrebne podatke na sterilnu Petrijevu zdjelicu (ili poklopac).

Prije upotrebe njezno dvaput preokrenite svaku ampulu otopine TS, DS i WS da biste promije$ali sadrzaj.

Pripremite zdjelicu s kapljicama otopina za protokol zagrijavanja kako slijedi:

Asepticki dodajte slijed od 2 mikrokapi na preokrenuti poklopac sterilne Petrijeve zdjelice kako je prikazano na slici 1. i polozZite zdjelicu

na stoli¢ mikroskopa:

« jednu kap otopine TS od 50 pl
« jednu kap otopine DS od 50 pl
* (dvije kapi otopine WS bit ¢e pripremljene kasnije u 11. koraku)

Polozite vodenu kupku s temperaturom od 37 °C blizu mikroskopa. Imajte sljedece pri ruci: prijenosnu pipetu i vrske, sterilne oStre

Skare, Strcaljku Hamilton i sterilne maramice.

Pincetom (ili klijestima) izvadite doti¢ni CryoTip iz drzaca u teku¢em dusiku, brzo uronite CryoTip u vodenu kupku od 37 °C (= 500 ml)

i njezno mijeSajte 3 sekunde da se zagrije (pogledajte sliku 2.) pri +24.000 °C/min.

Brzo stavite sadrzaj slamke CryoTip kako slijedi (pogledaijte sliku 3.):

+  Brzo osusite CryoTip sterilnom maramicom.

+  Uklonite metalnu ovojnicu.

+ Prerezite ovojnicu na Sirokom kraju slamke CryoTip kod 4. oznake.

+ Cursto pricvrstite Siroki kraj slamke CryoTip na $trcaljku Hamilton ili odgovaraju¢i alat za aspiraciju s pomocu prikljucka ili
prilagodnika.

NAPOMENA: Podignite klip Strcaljke otprilike 0,5 in¢a (1,3 cm) prije nego $to Strcaljku pricvrstite na priklju¢ak i CryoTip.

+  Brzo osusite fini vr8ak steriinom maramicom.

+ Dok je slamka CryoTip polozena iznad pripremljene zdjelice za odmrzavanje, brzo prereZite 2. oznaku na kraju finog vréka i stavite
sadrzaj slamke CryoTip u obliku kapljice (~1 pl) na suho podrucje zdjelice iznad kapi otopine TS (pogledajte sliku 4.).
NAPOMENA: IZBJEGAVAJTE MJEHURICE DOK STAVLJATE SADRZAJ.

Spojite kap otopine TS sa sadrzajem slamke CryoTip i pustite da se postupno mije$aju 1 minutu (pogledajte sliku 4.).

Napomena: uzorci ¢e se smanijiti i otplutati na vrh kapi.

NAPOMENA: Nakon svakog prijenosa uzor(a)ka, otpusite preostalu teku¢inu u prijenosnoj pipeti i usisite malo otopine iz sljedece

kapi prije idu¢e manipulacije. Izbjegavajte nastanak mjehurica tijekom prijenosa.

UsiSite malo otopine DS u prijenosnu pipetu i prenesite uzorak (uzorke) iz kapi otopine TS s minimalnim volumenom u kap otopine

DS na 4 minute.

NAPOMENA: Uzorak ¢e ostati smanjen dok je izlozen otopini DS.

TIJEKOM TOGA RAZDOBLJA PRIPREMITE DVIJE KAPI OTOPINE WS OD 50 pl (WS1, WS2) KAKO JE PRIKAZANO NA SLICI 4.

Prenesite uzorak (uzorke) u kap otopine WS (WS1) na 4 minute.

NAPOMENA: Uzorak (uzorci) bi se trebao vratiti u prvotnu veli¢inu unutar 2 — 3 minute stajanja u otopini WS.

Zatim prenesite uzorak (uzorke) u drugu kap otopine WS (WS2) na 4 minute.

Prije daljnjih manipulacija prenesite zagrijani OOCIT(E) u prethodno ekvilibrirani kultivacijski medij s 20 % (v/v) proteinskog dodatka

ili 12 mg/ml da bi se oporavio (2 - 3 sata kako bi bilo dovoljno vremena za ponovno oblikovanje diobenog vretena).

Postoje dvije moguénosti za zagrijani EMBRIO (EMBRIJE):

a) Ako se odmah prenosi u pacijenticu: prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u unaprijed ekvilibrirani medij za prijenos koji sadrzi 20 % (v/v)
proteinskog dodatka ili 12 mg/ml.

b) Ako se dalje kultivira: prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u unaprijed ekvilibrirani kultivacijski medij koji sadrzi 20 % (v/v) proteinskog
dodatka ili 12 mg/ml na 4 sata kako bi se oporavio. Nakon razdoblja oporavka prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u kultivacijski medij
s 10 % (v/v) proteina i inkubirajte na odgovarajuci nacin dok embrio ne dostigne Zeljeni stadij razvoja za prijenos u pacijenticu.

ZA ZAGRIJAVANJE UREDAJA HSV KAO NOSITELJA:
POTREBNI MATERIJAL KOJI NIJE UKLJUCEN U OPSEG ISPORUKE

Sterilna zdjelica s 4 jazice (Nunc 179830, 144444 ili proizvod jednake kvalitete) ili zdjelica za kultivaciju organa (BD Falcon 353037)
Rukavice za jednokratnu uporabu

Prijenosne pipete

Pinceta

Stoperica ili brojac vremena

Spremnik tekuceg dusika

Tekuéi dusik

Skare, Knipex ili druga naprava za rezanje Zice

Kultivacijski medij s proteinom, prethodno ekvilibriran na 37 °C u inkubatoru s CO, prije odmrzavanja.

Inkubator od 37 °C bez CO, ili stoli¢ za zagrijavanje
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UPUTE ZA UPORABU
Komponente kompleta Vit Kit-Thaw (za svaku primjenu)

+ 250 pl otopine za odmrzavanje Thawing Solution-TS
+ 50 pl otopine za razrjedivanje Dilution Solution-DS
+ 100 pl otopine za ispiranje Washing Solution-WS

PROTOKOL ZAGRIJAVANJA
(ZA OOCITE | EMBRIJE):

7.
8.

NAPOMENA: Koraci zagrijavanja uklju€uju uranjanje uredaja u otopinu TS pri 37 °C te razrjedivanje i ispiranje u otopinama DS i WS

na sobnoj temperaturi.

Pripremite zdjelice za zagrijavanje (kako je prikazano na prikazu uredaja HSV):

+  Pri37 °C: Asepticki dodajte 250 pl otopine TS u sterilnu zdjelicu s 4 jaZice ili zdjelicu za kultivaciju organa i stavite zdjelicu u inkubator
od 37 °C bez CO, li na stoli¢ za zagrijavanje barem 30 minuta prije zagrijavanja.

NAPOMENA: Oocitima dodajte najmanje 1 ml otopine TS.

Utvrdite koje slamke HSV Straw treba zagrijati iz pohrane s LN, i brzo ih prenesite u spremnik napunjen teku¢im dusikom (LN,) da biste

ih pripremili za odmrzavanje.

Stavite spremnik napunjen tekucim dusikom (LN,) blizu mikroskopa da bi kasnije bila moguca brza manipulacija.

Uklonite zdjelicu s otopinom DS iz inkubatora od 37 °C ili sa stoli¢a za zagrijavanje i stavite je pod objektiv na vrh mikroskopskog

stolica.

Podignite slamku toliko da otkrijete obojeni $tapi¢ za rukovanje. Kraj s uzorkom (uzorcima) mora ostati uronjen u LN,.

Napravom Knipex (ili drugom napravom za rezanje Zice) prerezite slamku na visini obojenog Stapi¢a za rukovanje. Crvena vodilica

za duljinu rezanja na napravi Knipex treba biti namjestena u polozaj maksimalne duljine ili uklonjena.

+ Druga je moguénost da palcem i ostalim prstima okrecete slamku dok rezete $karama 10 mm ispod vrha obojenog Stapica
za rukovanje.

Jednim brzim ili kontroliranim pokretom prihvatite $tapi¢ za rukovanje i izvucite ga iz slamke.

Odmah uronite Zlijeb u otopinu TS pri 37 °C TS, njezno mijeSajte da biste odvojili uzorak od uredaja i ostavite ga 1 minutu.

Korake 9. — 12. morate izvrsiti na sobnoj temperaturi (22 - 27 °C).

9.

1.
12.

+  Pri sobnoj temperaturi: Asepticki dodajte jednu (1) kap otopine DS od 50 pl na sterilnu Petrijevu zdjelicu.

UsiSite malo otopine DS u prijenosnu pipetu i prenesite uzorak (uzorke) iz kapi otopine TS s minimalnim volumenom u kap otopine

DS na 4 minute.

NAPOMENA: Uzorak ¢e ostati smanjen dok je izlozen otopini DS.

TIJEKOM TOGA RAZDOBLJA PRIPREMITE DVIJE KAPI OTOPINE WS OD 50 pl (WS1, WS2) KAKO JE PRIKAZANO NA PRIKAZU

UREDAJA HSV.

Prenesite uzorak (uzorke) u kap otopine WS (WS1) na 4 minute.

NAPOMENA: Uzorak (uzorci) bi se trebao vratiti u prvotnu veli¢inu unutar 2 — 3 minute stajanja u otopini WS.

Zatim prenesite uzorak (uzorke) u drugu kap otopine WS (WS2) na 4 minute.

Prije daljnjih manipulacija prenesite zagrijani OOCIT(E) u prethodno ekvilibrirani kultivacijski medij s 20 % (v/v) proteinskog dodatka

ili 12 mg/ml da bi se oporavio (2 — 3 sata kako bi bilo dovoljno vremena za ponovno oblikovanje diobenog vretena).

Postoje dvije moguénosti za zagrijani EMBRIO (EMBRIJE):

a) Ako se odmah prenosi u pacijenticu: prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u unaprijed ekvilibrirani medij za prijenos koji sadrzi 20 % (v/v)
proteinskog dodatka ili 12 mg/ml.

b) Ako se dalje kultivira: prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u unaprijed ekvilibrirani kultivacijski medij koji sadrzi 20 % (v/v) proteinskog
dodatka ili 12 mg/ml na 4 sata kako bi se oporavio. Nakon razdoblja oporavka prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u kultivacijski medij
s 10 % (v/v) proteina i inkubirajte na odgovarajuci nacin dok embrio ne dostigne Zeljeni stadij razvoja za prijenos u pacijenticu.

NAPOMENA: Oporavljeni oociti moraju se oploditi intracitoplazmatskom spermalnom injekcijom (ICSI) da bi se nakon vitrifikacije

postigla optimalna oplodnja.

ZA ZAGRIJAVANJE UREDAJA CRYOLOCK™ KAO NOSITELJA:
POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU UKLJUCENI U OPSEG ISPORUKE

Sterilna zdjelica s 4 jazice ili male sterilne Petrijeve zdjelice (35 x 10 mm ili proizvod jednake kvalitete)
Rukavice za jednokratnu uporabu

Prijenosne pipete

Stoperica ili brojag vremena

Spremnik teku¢eg dusika

Teku¢i dusik

Kultivacijski medij s proteinom, prethodno ekvilibriran na 37 °C u inkubatoru s CO, prije odmrzavanja
Inkubator od 37 °C bez CO, ili stoli¢ za zagrijavanje

Klijesta

UPUTE ZA UPORABU
Komponente kompleta Vit Kit-Thaw (za svaku primjenu)

+ 1 mlotopine za odmrzavanje Thawing Solution-TS
+ 50 pl otopine za razrjedivanje Dilution Solution-DS
+ 100 pl otopine za ispiranje Washing Solution-WS

PROTOKOL ZAGRIJAVANJA
NAPOMENA: Koraci zagrijavanja ukljucuju uranjanje uredaja u otopinu TS pri 37 °C te razrjedivanje i ispiranje u otopinama DS i WS na
sobnoj temperaturi.

1.

Pripremite zdjelicu za odmrzavanje (kao $to je prikazano na prikazu uredaja Cryolock, slika 1.):

+ Pri 37 °C: Asepticki dodajte minimalni volumen od 1 ml otopine TS i grijte na 37 °C u inkubatoru bez CO, ili na stolicu za zagrijavanje
najmanje 30 minuta prije nego $to zapocnete zagrijavanje.

Utvrdite koje uzorke u uredaju Cryolock treba zagrijati i brzo ih prenesite iz pohrane s LN, u spremnik napunjen tekucim dusikom

(LN,) da biste ih pripremili za zagrijavanje.

PoloZite spremnik napunjen tekucim dusikom (LN,) blizu radnog podrucja i mikroskopskog stoli¢a da bi kasnije bila moguca brza

manipulacija iz spremnika u otopinu TS.
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4. Uklonite zdjelicu s otopinom TS iz inkubatora od 37 °C ili sa stoli¢a za zagrijavanje i stavite je pod objektiv na vrh mikroskopskog
stolica.
5.  Klijestima drzite gornji kraj tijela uredaja Cryolock tako da je identifikacijska naljepnica okrenuta prema gore.
Opcija A: Brzo ali njezno skinite ¢ep pod teku¢im dusikom (LN,) tako da zakrecete dijelove dok se ne odvoje.
Opcija B: Brzo izvadite Cryolock iz teku¢eg dusika (LN,) i blagim zakretanjem brzo skinite Cep.
NAPOMENA: Laboratorij treba pratiti vlastite postupke i protokole. Opcija A nije odobrena u SAD-u.
6. Odmah uronite udubljeni vrh uredaja Cryolock u otopinu TS pri 37 °C tako da je uzorak (uzorci) okrenut prema gore. Pod mikroskopom
njezno pomicite Cryolock dok se uzorak (uzorci) ne odvoji od vrha.
7.  Ostavite uzorak (uzorke) 1 minutu u otopini TS.
8.  Trideset (30) sekundi nakon prvotnog uranjanja njezno pipetirajte uzorak (uzorke) koji plutaju i stavite ih na dno otopine TS.
Korake 9. — 12. morate izvrsiti na sobnoj temperaturi (22 - 27 °C).
+  Pri sobnoj temperaturi: Asepticki dodajte jednu (1) kap otopine DS od 50 pl na sterilnu Petrijevu zdjelicu (pogledajte prikaz uredaja
Cryolock, sliku 2.).
9. Prenesite uzorak (uzorke) u otopinu DS na 4 minute. Jedanput njezno pipetirajte uzorke da biste osigurali da se potpuno isperu
u otopini DS.
NAPOMENA: Uzorak ¢e ostati smanjen dok je izloZen otopini DS.
10. Tijekom 4 minute izlaganja u otopini DS asepticki dodajte dvije (2) kapi od 50 pl otopine WS (WS1, WS2) kako je prikazano na slici.
11, Prenesite uzorak (uzorke) u WS1 i potom u WS2 te ga ostavite po 4 minute bez intervencija.
NAPOMENA: Uzorak (uzorci) bi se trebao vratiti u prvotnu veli¢inu unutar 2 — 3 minute stajanja u otopini WS.
12.  Prije daljnjih manipulacija prenesite zagrijani OOCIT(E) u prethodno ekvilibrirani kultivacijski medij s 20 % (v/v) proteinskog dodatka
ili 12 mg/ml da bi se oporavio (2 — 3 sata kako bi bilo dovoljno vremena za ponovno oblikovanje diobenog vretena).
Postoje dvije moguénosti za zagrijani EMBRIO (EMBRIJE):
a) Ako se odmah prenosi u pacijenticu: prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u unaprijed ekvilibrirani medij za prijenos koji sadrzi 20 % (v/v)
proteinskog dodatka ili 12 mg/ml.
b) Ako se dalje kultivira: prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u unaprijed ekvilibrirani kultivacijski medij koji sadrzi 20 % (v/v) proteinskog
dodatka ili 12 mg/ml na 4 sata kako bi se oporavio. Nakon razdoblja oporavka prenesite EMBRIO (EMBRIJE) u kultivacijski medij
s 10 % (v/v) proteina i inkubirajte na odgovarajuci nacin dok embrio ne dostigne Zeljeni stadij razvoja za prijenos u pacijenticu.
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 | STABILNOST

Neotvorene ampule skladistite u hladnjaku na temperaturi od 2 °C do 8 °C. Kada se otopine iz kompleta Vitrification Thaw Kit skladite
prema uputama, stabilne su do roka valjanosti navedenog na naljepnicama ampula.

Ne upotrebljavajte medije dulje od osam (8) tiedana nakon otvaranja spremnika.

Buduéi da proizvod sadrzi materijal ljudskog podrijetla, u njemu mogu nastati ¢estice tijekom skladistenja. Nije poznato da ta vrsta éestica
ikako utjece na funkciju proizvoda.

MJERE OPREZA | UPOZORENJA

Ovaj je proizvod namijenjen samo osoblju koje je obuceno za postupke potpomognute oplodnje. Ti postupci ukljuéujucu 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.

Ne upotrebljavajte nijednu ampulu s otopinom koja pokazuje znakove $tete, curenja, Cestica, zamagljenja ili promjene boje. OdloZite
proizvod u otpad prema mjerodavnim propisima.

Da biste izbjegli probleme s kontaminacijom, rukujte s pomo¢u aseptickih tehnika.

U najnovijoj istrazivackoj literaturi navedeno je da su i dalje nepoznati dugoro€ni ucinci vitrifikacije na oocite i embrije.

Ne upotrebljavajte nijednu bogicu ¢ijem je pakiranju naru$ena sterilnost.

EU: Standardne mjere za sprecavanje infekcija koje su uzrokovane upotrebom medicinskih proizvoda pripremljenih od ljudske krvi ili
plazme ukljuuju¢i odabir davatelja, probir pojedinih davanja i sjedinjenja plazme za specificne markere infekcije te primjenu ucinkovitih
proizvodnih koraka za inaktivaciju/uklanjanje virusa. Unato¢ tome nije moguée potpuno iskljuciti moguc¢nost 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. Preporu¢ujemo
da pri svakom davanju reproduktivnih kultivacijskih medija drustva FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. 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 pomocu kompleta koje je odobrila americka 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 odgovarajuée 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-Thaw (Vitrification Thaw Kit) huwa mahsub ghall-uzu biex iholl oociti vvitrifikati (MI1), zygotes pronukleari (PN) permezz ta’ embrijuni
tal-istadju tal-gsim tat-3 jum u embrijuni tal-istadju tal-blastocist li gew ivvitrifikati bl-uzu tal-Vitrification Freeze Kit (Katalgu # 90133-SO).
DESKRIZZJONI TAL-APPARAT

Thawing Solution-TS hija soluzzjoni ta’ Medium-199 ibbaferjata b’HEPES li fiha Gentamicin Sulfate, 1.0 M sucrose u 20% (v/v) ta’ Dextran
Serum Supplement (DSS).

Dilution Solution-DS hija soluzzjoni ta’ Medium-199 ibbaferjata b’HEPES li fiha Gentamicin Sulfate, 0.5M sucrose u 20% (v/v) ta’ DSS.
Washing Solution-WS$ hija soluzzjoni ta’ Medium-199 ibbaferjata b’HEPES li fiha Gentamicin Sulfate u 20% (v/v) ta’ DSS.

DSS huwa suppliment tal-proteini li jikkonsisti f50 mg/mL ta’ Albumina ta’ Serum Uman (HSA) ta’ grad terapewtiku u 20 mg/mL Dextran.
DSS jintuza f’koncentrazzjoni ta’ 20% (v/v) f'Vit Kit-Thaw ghal konéentrazzjoni finali ta’ 10 mg/mL HSA u 4 mg/mL Dextran.

Dawn it-tliet soluzzjonijiet ghandhom jintuzaw f'sekwenza skont il-protokoll tat-tishin gradwali tal-microdrop.
GHAMLA

Mluha u Joni Nicotinic Acid Amide Sors tal-Proteini Lysine Hydroxyproline
Sodium Chloride Pantothenic Acid Human Serum Albumin Proline Cystine
Sodlum Phosphgte Rlbpfla\(ln Buffers Tyro§|ne Ohrajn
Potassium Chloride Pyridoxine Sodium Bicarbonate Alanine Guanine
Magnesium Sulfate Thiamine HEPES Aspartic Acid Hypoxanthine
Sodium Acetate Biotin ; Glutamic Acid Thymine

; - Indikatur tal-pH : Y!
Calcium Chloride Alpha-Tocopherol Phenol Red Isoleucine Uragcil
Ferric Nitrate Sodium Bisulfite . Leucine Xanthine
Choline Chloride Antiossidant w Methionine Adenosine
Vitamini u Mineral Glutathione Dot zhe_”y'a'a”'”e Adenine Sulfate
Ascorbic Acid ibijoti erine Deoxyribose

! a Antibijotiku - - . eoxy!

Aminobenzoic Acid Gentamicin Sulfate AL Amm it Threonine Ribose

: Arginine Tryptophan
Calciferol Substrati tal-Enerdii ) ! llma
Folic Acid SWSTaLELENerdla - Glycine valine Kwalita tal- W
Nicotinic Acid Etjscilt)osle Histidine Cysteine

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA
Is-soluzzjonijiet ta’ Vit Kit-Thaw huma ffiltrati minn membrana u pprocessati b’mod asettiku skont proceduri tal-manifattura li gew ivvalidati.
Kull lott ta’ Vit Kit-Thaw jircievi t-testijiet li gejjin:
Soluzzjonijiet:
Endotossina bil-metodologija Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0.6 EU/mL)
Mouse Embryo Assay (b’cellola 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 Ii huwa disponibbli meta mitlub.

BIEX TISSARHAN IL-CRYOTIP BHALA TAGHMIR TAT-TRASPORT:

MATERJALI MERTIEGA IZDA MHUX INKLUZI
+  Konnettur (Katalgu #40736) jew adattur
+  Dixxijiet petri sterili (50 X 9 mm, Falcon 351006 jew ekwivalenti)
+ Ingwantili jintremew wara |-uzu
+  Siringa Hamilton GASTIGHT® (50 pl) katalgu #80901
+  Pipetti ghat-trasferiment (pipetti tal-hgieg imgebbed jew ponot tal-mikropipetti b'dijametru intern tal-ponta ta’ ~200 um)
*  Pinzetta
+  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 ém) fil-kontenitur)
Imgass jaqgta’ (sterili)
Banju ilma b'temperatura ta’ 37°C
Midjum ghall-koltura bil-proteini, ekwilibrat minn gabel ghal temperatura ta’ 37°C finkubatur tas-CO, qabel il-procedura biex tholl.
* Inkubatur b'temperatura ta” 37°C minghajr CO,, jew bazi tat-tishin.
ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU
Komponenti tal-Vit Kit-Thaw (ghal kull applikazzjoni):
+ 50 pl ta’ Thawing Solution-TS
+ 50 pl ta’ Dilution Solution-DS
+ 100 pl ta’ Washing Solution-WS
+ 1 Konnettur
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PROTOKOLL TAT-TISHIN
(GHAL 0OCITI U EMBRIJUNI):

13.
14.

NOTA: Il-proéeduri ghandhom isiru f'temperatura ambjentali (20-27°C). TUZAX pjattaforma tal-mikroskopju msahhna ghall-proceduri
i gejjin.
ATTENZJONI: Imminimizza |-espozizzjoni tal-kampjun ghad-dawl wagt il-manipulazzjonijiet permezz tas-soluzzjonijiet biex ihollu.
Gib il-kwantita ta’ TS, DS u WS li ghandha tintuza ghal temperatura ambjentali (20-27°C) qabel issahhan il-kampjuni wvitrifikati.
NOTA: Evita li ggib il-kunjetti kollha ta’ TS, DS u WS ghal temperatura ambjentali ripetutament meta kull darba tkun mehtiega kwantita
zghira tas-soluzzjoni. lkun 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.
Imla I-kontenitur tan-nitrogenu likwidu bin-nitrogenu likwidu (mimli ~80 %) u poggih vicin tal-friza bil-LN, li fiha I-kampjuni li ghandhom
jinhallu.
Nehhi l-gasab bil-goblets |i fihom il-CryoTips bil-kampjuni vvitrifikati mill-hazna tan-nitrogenu likwidu u ttrasferihom fil-kontenitur mimli
bin-nitrogenu likwidu.
ATTENZJONI: Kun zgur li I-CryoTips jibgghu mghaddsin fil-LN, (fil-goblet) matul it-trasferiment mill-hazna ghall-kontenitur tal-LN, biex
tevita li I-kampjuni jinhallu b’'mod mhux ikkontrollat.
Poggi I-kontenitur vi¢in il-mikroskopju ghal manipulazzjoni mghaggla.
Wahhal tikketta bl-informazzjoni mehtiega mad-dixx ta’ Petri (jew ghatu) sterili.
Bil-mod agleb kull kunjett ta’ TS, DS u WS rasu 'l isfel darbtejn biex thawwad il-kontenut qabel I-uzu.
Ipprepara d-dixx bil-gtar tas-soluzzjonijiet ghall-protokoll tat-tishin li gej:
Iddistribwixxi b'teknika asettika sekwenza ta’ 2 microdrops fug ghatu bil-maglub ta’ dixx Petri sterili kif muri fil-Figura 1, u poggi d-dixx
fuq il-bazi tal-mikroskopju:
« gatra wahda ta’ 50 pl ta’ TS
+ gatra wahda ta’ 50 pl ta’ DS
+ (Zewg qatriet ta’ WS se jigu ppreparati aktar tard fil-fazi numru 11)
Poggi I-banju bl-ilma b'temperatura ta’ 37°C vicin il-mikroskopju. Zomm dawn Ii gejjin vi¢in tieghek: pipetta tat-trasferiment u puntali,
imgass jaqta’ sterili, siringa Hamilton u karti assorbenti sterili.
Bl-uzu ta’ pinzetta (jew tnaljetti), irkupra I-CryoTip specifika mil-lasta fin-nitrogenu likwidu, malajr ghaddas il-CryoTip fil-banju tal-ilma
b'temperatura ta’ 37°C (= 500 mL) u dawwar bil-mod ghal 3 sekondi biex issahhan (ara I-Figura 2) ghal + 24,000°C/min.
Malajr iddistribwixxi I-kontenut ta” CryoTip kif gej (ara I-Figura 3):
+ Imsah il-CryoTip malajr b’karta assorbenti sterili
+ Nehhi s-sleeve li tghatti I-metall
+ Agta’ s-sigill fuq it-tarf il-wiesa’ tal-CryoTip fil-Marka #4
+ Wahhal it-tarf il-wiesa’ tal-CryoTip b'mod sigur ma’ siringa Hamilton jew ma’ ghodda tal-aspirazzjoni xierqa bl-uzu ta’ konnettur
jew adattur.
NOTA: Igbed il-plunger tas-siringa madwar 0.5 pulzier (1.3 cm) gabel twahhal is-siringa mal-Konnettur u I-CryoTip.
+  Bil-mod imsah u xxotta I-ponta fina b’karta assorbenti sterili.
+ Wagqt li zzomm il-CryoTip fuq id-dixx ippreparat biex iholl, agta’ malajr is-sigill fuq il-Marka #2 tat-tarf tal-ponta fina u ddistribwixxi
I-kontenut tal-CryoTip f'forma ta’ qatra zghira (~ 1 pl) fuq parti niexfa tad-dixx fuq il-qatra ta’ TS (ara I-Figura 4).
NOTA: EVITA LI JIFFORMAW IL-BZIEZAQ META TIDDISTRIBWIXXI IL-KONTENUT.
Ghaqgad il-qatra ta’ TS mal-kontenut tal-CryoTip u stenna t-tahlit gradwali ghal minuta (ara I-Figura 4).
Nota: Il-kampjuni jinxtorbu u jitilghu fil-wic¢ tal-qatra.
NOTA: Wara kull trasferiment tal-kampjuni, onfoh il-fluwidu li jibga’ 'l barra mill-pipetta tat-trasferiment u igbed ftit mis-soluzzjoni
mill-qatra li jmiss qabel il-manipulazzjoni li jmiss. Evita li jifformaw il-bZiezaq matul it-trasferimenti.
Igbed ftit DS fil-pipetta tat-trasferiment u ttrasferixxi I-kampjun(i) mill-qatra ta’ TS b’volum minimu tal-gatra ta’ DS ghal 4 minuti.
NOTA: Il-kampjun jibga’ mixrub matul |-espozizzjoni ghal DS.
MATUL L-ISTENNIJA PPREPARA Z-ZEWG QATRIET TA' 50 pl TA' WS (WS1, WS2), KIF MURI FIL-FIGURA 4.
Ittrasferixxi I-kampjun(i) fil-qatra ta’ WS (WS1) ghal 4 minuti.
NOTA: ll-kampjuni ghandhom jergghu jespandu ghall-gies originali fi zmien 2-3 minuti fil-WS.
Imbaghad ittrasferixxi I-kampjun(i) fit-tieni qatra ta’ WS (WS2) ghal 4 minuti.
Ittrasferixxi I-OOCITI msahhna fil-midjum ghall-koltura ekwilibrat minn gabel b’20% (v/v) ta’ suppliment tal-proteini jew 12 mg/mL
ghall-irkupru (2-3 sighat biex tippermetti I-formazzjoni mill-gdid tal-ispindle) gabel manipulazzjonijiet sussegwenti.
Jezistu zewg ghazliet ghal EMBRIJUN(I) msahhna:
a) Ghat-trasferimentimmedijat lill-pazjent: ittrasferixxi I-EMBRIJUN(I) ghall-midjum ‘tat-trasferiment’ ekwilibrat minn gabel i fih 20% (v/v)
suppliment tal-proteini jew 12 mg/mL.
b) Ghal aktar koltura: ittrasferixxi I-EMBRIJUN(I) ghall-midjum ghall-koltura ekwilibrat minn gabel li fih 20% (v/v) suppliment tal-proteini
jew 12 mg/mL ghal perjodu ta’ rkupru ta’ 4 sighat. Wara |-perjodu ta’ rkupru, ittrasferixxi I-EMBRIJUNI ghal midjum ghall-koltura
b10% (v/v) proteini u inkubahom skont il-kaz sakemm jintlahaq l-istadju tal-izvilupp mixtieq ghat-trasferiment lill-pazjent.

BIEX ISSARHAN IT-TAGHMIR TA’ HSV BHALA TAGHMIR TAT-TRASPORT:
MATERJALI MEHTIEGA IZDA MHUX INKLUZI

Dixx b4 hofor sterili (Nunc 179830, 144444 jew ekwivalenti), jew dixx ghall-koltura tal-organi (BD Falcon 353037)

Ingwanti li jintremew wara |-uzu

Pipetti tat-trasferiment

Pinzetta

Kronometru jew taghmir li jzomm il-hin

Kontenitur ghan-nitrogenu likwidu

Nitrogenu likwidu

Imgass, Knipex jew taghmir iehor ghall-qtugh tal-wajer

Midjum ghall-koltura bil-proteini, ekwilibrat minn qabel ghal temperatura ta’ 37°C f'inkubatur tas-CO, gabel il-procedura biex tholl.
Inkubatur b'temperatura ta’ 37°C minghajr CO,, jew bazi tat-tishin
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ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU
Komponenti tal-Vit Kit-Thaw (ghal kull applikazzjoni)

+ 250 pl ta’ Thawing Solution-TS
+ 50 pl ta’ Dilution Solution-DS
+ 100 pl ta’ Washing Solution-WS

PROTOKOLL TAT-TISHIN
(GHAL 0OCITI U EMBRIJUNI):

7.
8.

NOTA: II-fazijiet tat-tishin jinkludu I-immersjoni tat-taghmir fit-TS b'temperatura ta’ 37°C u I-dilwizzjoni u I-hasil sussegwenti fid-DS

u -WS b’temperatura ambjentali

Ipprepara d-dixxijiet tat-tishin (kif muri fid-dijagramma tat-taghmir HSV):

+ B'temperatura ta’ 37°C: Iddistribwixxi b'teknika asettika 250 pl ta’ TS f'dixx b'4 hofor sterili jew dixx ghall-koltura tal-organi u gieghed
finkubatur b’temperatura ta’ 37°C minghajr CO, jew fuq bazi tat-tishin ghal mill-angas 30 minuta qabel il-procedura tat-tishin

NOTA: Ghall-oo¢iti, iddistribwixxi mill-angas 1 mL ta’ TS

Identifika I-HSV Straw(s) li ghandhom jissahhinu mill-hazna ta’ LN, u ttrasferihom malajr fil-kontenitur mimli bil-LN, ghall-preparazzjoni

tal-procedura biex tholl.

Poggi I-kontenitur tal-LN, vicin il-mikroskopju ghall-manipulazzjoni rapida sussegwenti.

Nehhi d-dixx tat-TS mill-inkubatur b'temperatura ta’ 37°C jew bazi tat-tishin u poggih fuq il-pjattaforma tal-mikroskopju taht il-lenti

ghall-iffokar.

Gholli l-istraw 'l fug bizzejjed biex tesponi I-virga tal-manipulazzjoni kkulurita. Kun cert i t-tarf tal-kampjun(i) jibga’ mghaddas fil-LN,.

Uza Knipex (jew taghmir iehor tal-qtugh tal-wajer) biex taqta’ I-istraw fl-gholi tal-virga tal-manipulazzjoni kkulurita. Il-gwida tat-tul

tal-qatgha hamra fuq il-Knipex ghandha tkun ippozizzjonata fil-pozizzjoni tal-oghla tul jew imnehhija.

+ Inkella, uza s-swaba’ u s-saba’ I-kbir biex iddawwar l-istraw filwaqt li taghmel movimenti tal-gtugh bl-imgass, 10 mm 'l isfel mit-tarf
tal-virga tal-manipulazzjoni kkulurita.

B’moviment rapidu u kkontrollat, agbad malajr il-virga tal-manipulazzjoni u igbidha 'l barra mill-istraw.

Immedjatament ghaddas il-kanal fit-TS b’temperatura ta’ 37°C u dawwar bil-mod biex jingatghu I-kampjuni mit-taghmir u stenna

minuta (1).

Il-fazijiet 9-12 ghandhom isiru b'temperatura ambjentali (22-27°C).

9.

10.

1.
12.

+ B'temperatura ambjentali: Iddistribwixxi b’'teknika asettika qatra wahda (1) ta’ 50 pl ta’ DS fuq dixx Petri sterili

Igbed ftit DS fil-pipetta tat-trasferiment u ttrasferixxi I-kampjun(i) mill-qatra ta’ TS bil-volum minimu tal-qatra ta’ DS ghal 4 minuti.

NOTA: ll-kampjun jibga’ mixrub matul |-espozizzjoni ghal DS.

MATUL L-ISTENNIJA PPREPARA Z-ZEWG QATRIET TA 50 ul TA' WS (WS1, WS2), KIF MURI FID-DIJAGRAMMA TAT-TAGHMIR HSV.

Ittrasferixxi I-kampjun(i) fil-qatra ta” WS (WS1) ghal 4 minuti.

NOTA: Il-kampjun(i) ghandhom jergghu jespandu ghall-gies originali fi zmien 2-3 minuti fil-WS.

Imbaghad ittrasferixxi I-kampjun(i) fit-tieni qatra ta’ WS (WS2) ghal 4 minuti.

Ittrasferixxi I-OOCITI msahhna fil-midjum ghall-koltura ekwilibrat minn qabel b'20% (v/v) ta’ suppliment tal-proteini jew 12 mg/mL

ghall-irkupru (2-3 sighat biex tippermetti I-formazzjoni mill-gdid tal-ispindle) gabel manipulazzjonijiet sussegwenti.

Jezistu zewg ghazliet ghal EMBRIJUN(I) msahhna:

a) Ghat-trasferimentimmedjat lill-pazjent: ittrasferixxi -EMBRIJUN(I) ghall-midjum “tat-trasferiment” ekwilibrat minn gabel li fih 20% (v/v)
suppliment tal-proteini jew 12 mg/mL.

b) Ghal aktar koltura: ittrasferixxi I-EMBRIJUN(I) ghall-midjum ghall-koltura ekwilibrat minn qabel li fih 20% (v/v) suppliment tal-proteini
jew 12 mg/mL ghal perjodu ta’ rkupru ta’ 4 sighat. Wara |-perjodu ta’ rkupru, ittrasferixxi I-EMBRIJUNI ghal midjum ghall-koltura
b10% (v/v) proteini u inkubahom skont il-kaz sakemm jintlahaq I-istadju tal-izvilupp mixtieq ghat-trasferiment lill-pazjent.

NOTA: L-oociti rkuprati jridu jkunu ffertilizzati bl-uzu ta’ ICSI ghall-ahjar fertilizzazzjoni wara I-vitrifikazzjoni.

BIEX ISSARHAN CRYOLOCK™ BHALA TAGHMIR TAT-TRASPORT:
MATERJALI MEHTIEGA IZDA MHUX INKLUZI

Dixx b'4 hofor sterili jew dixxijiet ta’ Petri zghar sterili (35 X 10 mm jew ekwivalenti)

Ingwanti li jintremew wara |-uzu

Pipetti tat-trasferiment

Kronometru jew taghmir li jzomm il-hin

Kontenitur ghan-nitrogenu likwidu

Nitrogenu likwidu

Midjum ghall-koltura bil-proteini, ekwilibrat minn qabel ghal temperatura ta’ 37°C f'inkubatur tas-CO, gabel il-procedura biex tholl
Inkubatur b'temperatura ta’ 37°C minghajr CO, jew bazi tat-tishin.

For¢ipi

ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU
Komponenti tal-Vit Kit-Thaw (ghal kull applikazzjoni)

+ 1 mLta’ Thawing Solution-TS
+ 50 pL ta’ Dilution Solution-DS
+ 100 pL ta’ Washing Solution-WS

PROTOKOLL TAT-TISHIN
NOTA: Il-fazijiet tat-tishin jinkludu l-immersjoni tat-taghmir fit-TS b’temperatura ta’ 37°C u I-dilwizzjoni u I-hasil sussegwenti fid-DS u I-WS
b'temperatura ambjentali

1.

Ipprepara d-dixxijiet li jhollu (kif muri fid-dijagramma tal-Cryolock, Figura 1):

+ B'temperatura ta’ 37°C: Iddistribwixxi b'teknika asettika volum minimu ta’ 1 mL ta’ TS u sahhan ghal temperatura ta’ 37°C f'inkubatur
minghajr CO, jew bazi tat-tishin ghal mill-angas 30 minuta qabel tibda I-procedura ta’ tishin.

Identifika I-kampjun(i) ta’ Cryolock li ghandhom jissahhnu u ttrasferihom malajr mill-hazna tal-LN, ghal kontenitur ta’ transitu mimli

b’LN, ghall-preparazzjoni tal-procedura tat-tishin.

Poggi I-kontenitur mimli bil-LN, vi¢in hafna ghall-post tax-xoghol u I-bazi tal-mikroskopju biex tippermetti I-manipulazzjoni rapida

sussegwenti mill-kontenitur ghat-TS.
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4. Nehhi d-dixx tat-TS mill-inkubatur b'temperatura ta’ 37°C jew bazi tat-tishin u poggih fuq il-pjattaforma tal-mikroskopju taht il-lenti
ghall-iffokar.
5.  Bil-pinzetta, zomm il-parti ta’ fuq tal-Cryolock bit-tikketta tal-identifikazzjoni thares 'il fug.
Opzjoni A: Malajr izda b'mod delikat nehhi t-tapp taht I-LN,, wagt i ddawwar il-partijiet sakemm jingatghu.
Opzjoni B: Malajr ohrog il-Cryolock mil-LN,, imbaghad nehhi t-tapp malajr b'tidwira delikata.
NOTA: ll-laboratorju ghandu jikkonsulta I-pro¢eduri u I-protokolli tieghu. Opzjoni A mhijiex awtorizzata ghall-uzu fl-Istati Uniti.
6. Ghaddas mill-ewwel il-ponta konkava tal-Cryolock, bil-kampjuni jharsu 'l fug, fit-TS b'temperatura ta’ 37°C. Taht |-osservazzjoni
bil-mikroskopju, ¢aglaq il-Cryolock bil-mod sakemm il-kampjuni jingatghu mill-ponta.
7. Halli I-kampjuni fit-TS ghal minuta (1).
8. Wara tletin (30) sekonda mill-ewwel immersjoni, bil-mod igbor il-kampjuni bil-pipetta, jekk ikunu fil-wic¢, u poggihom fil-giegh tat-TS.
Il-fazijiet 9-12 ghandhom isiru b’temperatura ambjentali (22-27°C).
+ B'temperatura ambjentali: Iddistribwixxi b'teknika asettika qatra wahda (1) ta’ 50 pL tad-DS fuq dixx Petri sterili (ara d-dijagramma
tal-Cryolock, Figura 2)
9. lttrasferixxi I-kampjuni ghad-DS ghal 4 minuti. Gorr il-kampjuni bil-pipetta bil-mod biex tkun zgur li xxarrbu kompletament fid-DS.
NOTA: ll-kampjun jibga” mixrub matul I-espozizzjoni ghal DS.
10. Matul l-espozizzjoni ghal 4 minuti fid-DS, iddistribwixxi b'teknika asettika zewg (2) gatriet ta’ 50 pL tal-WS (WS1, WS2) kif muri
fid-dijagramma.
11, Ittrasferixxi I-kampjuni ghal WS1 imbaghad ghal WS2 ghal 4 minuti kull wiehed, u hallihom mhux disturbati.
NOTA: Il-kampjuni ghandhom jergghu jespandu ghall-gies originali fi zmien 2-3 minuti fil-WS.
12. Ittrasferixxi I-OOCITI msahhna fil-midjum ghall-koltura ekwilibrat minn gabel b’20% (v/v) ta’ suppliment tal-proteini jew 12 mg/mL
ghall-irkupru (2-3 sighat biex tippermetti I-formazzjoni mill-gdid tal-ispindle) gabel manipulazzjonijiet sussegwenti.
Jezistu zewg ghazliet ghal EMBRIJUN(I) msahhna:
a) Ghat-trasferimentimmediat lill-pazjent: ittrasferixxi I-EMBRIJUNI ghall-mezz ‘tat-trasferiment’ ekwilibrat minn qabel li fih 20% (v/v)
suppliment tal-proteini jew 12 mg/mL.
b) Ghal aktar koltura: ittrasferixxi I-EMBRIJUN(I) ghall-midjum ghall-koltura ekwilibrat minn qabel li fih 20% (v/v) suppliment tal-proteini
jew 12 mg/mL ghal perjodu ta’ rkupru ta’ 4 sighat. Wara |-perjodu ta’ rkupru, ittrasferixxi I-EMBRIJUNI ghal midjum ghall-koltura
b"10% (v/v) proteini u inkubahom skont il-kaz sakemm jintlahaq l-istadju tal-izvilupp mixtieq ghat-trasferiment lill-pazjent.
Ghal aktar dettalji dwar |-uzu ta’ dawn il-prodotti, kull laboratorju ghandu jikkonsulta I-pro¢eduri u I-protokolli tal-laboratorju tieghu li gew
2viluppati u ottimizzati specifikament ghall-programm mediku individwali tieghek.

ISTRUZZJONIJIET GHALL-HAZNA U L-ISTABBILITA

Anhzen il-kunjetti li ghadhom mhux miftuha fil-frigg f'temperatura ta’ 2°C sa 8°C. Meta jinhaznu skont I-istruzzjonijiet, il-Vitrification
Thaw Kit Solutions jibqghu stabbli sad-data tal-iskadenza murija fuq it-tikketti tal-kunjetti.

Tuzax il-midja ghal aktar minn tmien (8) gimghat minn meta jinfethu |-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 TWISSIJIET

Dan it-taghmir huwa mahsub biex jintuza minn persunal imharreg fil-proceduri ta’ riproduzzjoni assistita. Dawn il-pro¢eduri jinkludu
I-applikazzjoni mahsuba li ghaliha huwa intenzjonat dan it-taghmir.

II-facilita tal-utent ta’ dan it-taghmir hija responsabbli biex izzomm it-traccabilita tal-prodott u trid tkun konformi mar-regolamenti nazzjonali
dwar it-traccabilita, fejn applikabbli.

Tuzax xi kunjett tas-soluzzjoni Ii juri evidenza ta’ hsara, tnixxija, particelli, soluzzjoni mdardra jew varjazzjonijiet fil-kulur. Armi I-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 I-oociti u I-embrijuni ghadhom mhux maghrufa.

Tuzax flixkun jekk I-ippakkjar sterili tieghu jkollu I-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 I-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-gawwa i kull
darba li I-midjum ghall-koltura ta’ FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. Reproductive Media Products jinghata lil pazjent, l-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). ll-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 I-prodotti ta’ sors uman mhumiex infettuzi.
Ittratta kull materjal Ii 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
l-antibijotiku.
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SLOVENSCINA

OPOZORILO ZA EU: Samo za profesionalno uporabo.

INDIKACIJE ZA UPORABO

Vit Kit-Thaw (komplet za odtajanje vitrifikacije) je namenjen za uporabo v postopkih odtajanja vitrificiranih oocitov (M), pronuklearnih
(PN) zigot prek zarodkov 3. dne cepitve in zarodkov v fazi blastociste, ki so bili vitrificirani z uporabo kompleta Vitrification Freeze Kit
(kataloka $t. 90133-SO).

OPIS PRIPOMOCKA

Thawing Solution-TS je pufrana raztopina HEPES medija-199, ki vsebuje gentamicin sulfat, 1,0 M saharoze in 20 % (v/v) dopolnila
seruma z dekstranom (DSS).

Dilution Solution-DS je pufrana raztopina HEPES medija-199, ki vsebuje gentamicin sulfat, 0,5 M saharoze in 20 % (v/v) DSS.
Washing Solution-WS je pufrana raztopina HEPES medija-199, ki vsebuje gentamicin sulfat in 20 % (v/v) DSS.

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-Thaw za ustvarjanje koncne koncentracije 10 mg/ml HSA
in 4 mg/ml dekstrana.

Te tri raztopine se uporabljajo zaporedno skladno s protokolom postopnega segrevanja mikrokapljic.

SESTAVA
Soliin ioni Amid nikotinske kisline Beljakovinski vir Lizin Hidroksiprolin
Natrijev klorid Pantotenska kislina Humani serumski Prolin Cistin
Natrijev fosfat Riboflavin albumin Tirozin Drugo
Kalijev Klorid Piridoksin Pufri Alanin Gvanin
Magpezijev sulfat Tiamin Natrijev bikarbonat Asparaginska !(is_lina Hipoksantin
Natrijev acetat Biotin HEPES Glutaminska kislina Timin
Kalcijev klorid Alfa-tokoferol . . 1zolevcin i
) ) OROIETO Indikator vrednosti pH ! Uracil
Zelezov nitrat Natrijev bisulfit Fenol rdece Levein. Ksantin
Holinklorid Antioksidant Makromolekule Metionin Adenozin
Vitamini in minerali Glutation Saharoza Fenilalanin Adenin sulfat
Askorbinska kislina Antibiotik Dekstran Serin Deoksiriboza
Aminobenzojska kislina  Gentamicin sulfat N Treonin Riboza
Kalciferol o ) Aminokisline Triptofan
o Energijski substrati Arginin valin Voda _ _
Folna kislina Glukoza Sicin Cistein Kakovost, ki ustreza vodi
Nikotinska kislina Inozitol Histidin za injekcije

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI
Raztopine v Vit Kit-Thaw so bile membransko filtrirane in asepti¢no obdelane skladno z validiranimi proizvodnimi postopki.
Pri vsaki seriji Vit Kit-Thaw so bili izvedeni naslednji preizkusi:
Raztopine:
prisotnosti endotoksinov z reagentom LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (< 0,6 EU/mlI),
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.

ZA SEGREVANJE KONICE CRYOTIP KOT NOSILCA:

POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI
Spojnik (kataloska &t. 40736) ali adapter

+  Sterilne petrijevke (50 X 9 mm, Falcon 351006 ali enakovredno)
Rokavice za enkratno uporabo
Brizga Hamilton GASTIGHT® (50 pl), katalo$ka &t. 80901
Prenosne pipete (pipete iz vie¢enega stekla ali konice mikropipet z notranjim premerom konice ~200 um)
Pinceta
Stoparica ali ¢asovnik
+ Rezervoar tekocega dusika (Dewarjeva posoda ali stiroporni vsebnik s pokrovom, prostornina 1-2 1)
+  Tekoci dusik (zadostna prostornina za doseganje 4 palce (10 cm) globine v rezervoarju)
+  Ostre Skarje (sterilne)
* Vodna kopel 37 °C
+ GojisCe za kulture z beljakovinami, predhodno ekvilibrirano na 37 °C v inkubatorju CO, pred postopkom odtajanja.
+ 37 °C inkubator brez CO, ali grelna mizica.
NAVODILA ZA UPORABO
Komponente kompleta Vit Kit-Thaw (na uporabo):

+ 50 pl raztopine Thawing Solution-TS

+ 50 pl raztopine Dilution Solution-DS

+ 100 pl raztopine Washing Solution-WS

+ 1 spojnik
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PROTOKOL SEGREVANJA
(ZA OOCITE IN EMBRIE):

o~

13.
14.

OPOMBA: Postopki se morajo opraviti pri sobni temperaturi (20-27 °C). Pri naslednjih postopkih NE uporabljajte ogrevane mizice
mikroskopa.
OPOZORILO: Zmanjsajte izpostavljenost vzorca svetlobi zaradi manipulacije v talilnih raztopinah.
Koli¢ina raztopin TS, DS in WS, ki bodo uporabljene, mora biti sobne temperature (20-27 °C) pred segrevanjem vitrificiranih vzorcev.
OPOMBA: Izogibajte se ponavljajocemu temperiranju celotnih vial z raztopinami TS, DS in WS na sobno temperaturo, ¢e vsaki¢
potrebujete le majhno koli¢ino raztopine. Bolje je razdeliti koli¢ino, ki bo uporabljena, in vrniti viale na temperaturo 2-8 °C takoj
po razdelitvi.
Napolnite rezervoar s tekocim dusikom (~ 80 % poln) in ga postavite v blizino zamrzovalnika LN,, v katerem so vzorci, ki bodo odtaljeni.
Odstranite palcke s ¢a$ami, ki vsebujejo konice CryoTip z vitrificiranimi vzorci, iz vsebnika s teko¢im duSikom ter jih prenesite
v rezervoar, napolnjen s tekocim dusikom.
OPOZORILO: Poskrbite, da bodo konice CryoTip ostale potopliene v LN, (v ¢asi) med prenosom iz vsebnika v rezervoar LN,
da preprecite nenadzorovano odtajanje vzorcev.
Za hitro manipulacijo postavite rezervoar v blizino mikroskopa.
Z nalepkami s potrebnimi informacijami oznacite sterilno petrijevko (ali pokrovéek).
Dvakrat nezno obrnite vsako vialo z raztopinami TS, DS in WS, da pred uporabo premesate vsebino.
Pripravite posodo s kapljicami raztopine za protokol segrevanja, kot sledi:
Zaporedno asepti¢no dodajte 2 mikrokapljici na obrnjen pokrov sterilne petrijevke, kot je prikazano na sliki 1, nato pa postavite posodo
na mizico mikroskopa:
« eno 50-pl kapljico TS
« eno 50-ul kapljico DS
« (dve kapljici WS boste pripravili pozneje pri 11. koraku)
Postavite vodno kopel 37 °C v blizino mikroskopa. V bliZini imejte naslednje: prenosno pipeto in konice, sterilne ostre $karje, Hamiltonovo
brizgo in sterilne robcke.
Z uporabo pincete (ali kle$¢) vzemite specifiéno konico CryoTip iz palcke v teko¢em dusiku, hitro potopite konico CryoTip v 37 °C
vodno kopel (= 500 ml) in nezno vrtin¢ite 3 sekunde, da segrejete (glejte sliko 2) s hitrostjo +24.000 °C/min.
Hitro pripravite vsebino konice CryoTip na naslednji nacin (glejte sliko 3):
+ hitro obriSite konico CryoTip do suhega s sterilnim robékom,
+ odstranite cevko kovinskega pokrovéka,
+ odrezite tesnilo na Sirokem koncu konice CryoTip pri oznaki §t. 4,
+ trdno prikljucite Siroki konec konice CryoTip na Hamiltonovo brizgo ali ustrezno aspiracijsko orodje z uporabo spojnika ali adapterja,
OPOMBA: Dvignite bat brizge za priblizno 0,5 palca (1,3 cm), preden prikljucite brizgo na spojnik in konico CryoTip.
+ s sterilnim robkom nezno obrisite fino konico do suhega,
+ s konico CryoTip nad pripravljeno talilno posodo hitro odreZite tesnilo pri oznaki §t. 2 na koncu fine konice in razdelite vsebino
konice CryoTip kot majhno kapljico (~ 1 pl) na suhem obmocju posode nad kapljico TS (glejte sliko 4).
OPOMBA: IZOGIBAJTE SE MEHURCKOM MED RAZDELJEVANJEM VSEBINE.
Zdruzite kapljico TS z vsebino konice CryoTip in po¢akajte 1 minuto, da se postopno mesata (glejte sliko 4).
Opomba: Vzorci se bodo skréili in splavali na vrh kapljice.
OPOMBA: Po vsakem prenosu vzorcev izpihajte preostalo tekocino v prenosni pipeti in pred naslednjo manipulacijo povlecite nekaj
raztopine iz naslednje kapljice. Med prenosi preprecite nastanek mehurckov.
Povlecite nekaj raztopine DS v prenosno pipeto in prenesite vzorec (vzorce) iz kapljice TS z minimalno koli¢ino v kapljico DS
za 4 minute.
OPOMBA: Vzorec bo ostal med izpostavljanjem raztopini DS skréen.
V TEM CASU PRIPRAVITE DVE 50-pl KAPLJICI RAZTOPINE WS (WS1, WS2), KOT JE PRIKAZANO NA SLIKI 4.
Prenesite vzorec (vzorce) v kapljico WS (WS1) za 4 minute.
OPOMBA: Vzorec (vzorci) bi se moral v raztopini WS znova razsiriti na prvotno velikost v roku 2-3 minute.
Nato prenesite vzorec (vzorce) v drugo kapljico WS (WS2) za 4 minute.
Prenesite segrete OOCITE v predhodno ekvilibrirano gojis¢e za kulture z dodanimi 20 % (v/v) beljakovin ali 12 mg/ml za obnavljanje
(2-3 ure, da omogocite ponovni nastanek vretena) pred nadaljnjimi manipulacijami.
Na voljo sta dve moznosti za segrete EMBRIE:
a) Za takojsnji prenos do bolnika: prenos EMBRIEV v predhodno ekvilibrirani »prenosni« medij, ki vsebuje 20 % (v/v) dodatka
beljakovin ali 12 mg/ml.
b) Za nadaljnje kulture: prenos EMBRIEV v predhodno ekvilibrirano goji$¢e za kulture, ki vsebuje 20 % (v/v) dodatka beljakovin
ali 12 mg/ml za 4-urno obdobje obnovitve. Po obdobju obnovitve prenesite EMBRIE v gojis¢e za kulture z 10 % (v/v) dodatka
beljakovin in ustrezno inkubirajte, dokler ni doseZena Zelena razvojna stopnja za prenos v bolnika.

ZA SEGREVANJE PRIPOMOCKA HSV KOT NOSILCA:
POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

Sterilna 4-kanalna posoda (Nunc 179830, 144444 ali enakovredna) ali posoda za organske kulture (BD Falcon 353037)
Rokavice za enkratno uporabo

Prenosne pipete

Pinceta

Stoparica ali Gasovnik

Rezervoar teko¢ega dusika

Teko¢i dusik

Skarje, kledce ali drug pripomodek za rezanje Zice

Gojisce za kulture z beljakovinami, predhodno ekvilibrirano na 37 °C v inkubatorju CO, pred postopkom odtajanja.

37 °C inkubator brez CO, ali grelna mizica.
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NAVODILA ZA UPORABO
Komponente kompleta Vit Kit-Thaw (na uporabo)

+ 250 pl raztopine Thawing Solution-TS
+ 50 pl raztopine Dilution Solution-DS
+ 100 pl raztopine Washing Solution-WS

PROTOKOL SEGREVANJA
(ZA OOCITE IN EMBRIE):

oo AW

7.
8.

OPOMBA: Koraki segrevanja vkljuéujejo potapljanje pripomocka v 37 °C TS ter nato redCenje in splakovanje v DS oziroma WS pri

sobni temperaturi

Pripravite posode za segrevanje (kot je prikazano na diagramu pripomocka HSV):

« Pri37 °C: Asepticno razdelite 250 pl raztopine TS v sterilno 4-kanalno posodo ali posodo za organske kulture in jo vstavite v 37 °C
inkubator brez CO, ali na grelno mizico vsaj 30 minut pred postopkom segrevanja

OPOMBA: Za oocite razdelite najmanj 1 ml raztopine TS

Vzemite slamico HSV, ki jo boste segrevali, iz vsebnika LN, in hitro prenesite v napolnjeni rezervoar LN,, pripravljen za postopek

odtajanja.

Za hitro manipulacijo postavite rezervoar LN, v blizino mikroskopa.

Odstranite posodo TS iz 37 °C inkubatorja ali z grelne mizice in jo namestite v fokus na vrh mizice mikroskopa.

Dvignite slamico toliko, da bo vidna obarvana upravljalna palcka. Poskrbite, da bo konec z vzorcem (vzorci) ostal potopljen v LN,

Uporabite klesce (ali drug pripomodek za rezanje Zice), da odrezete slamico na visini obarvane upravljalne palcke. Rdece rezalno

vodilo na kle$¢ah mora biti na najdalj$i dolzini ali odstranjeno.

+ Alternativno lahko uporabite prste in palec, da zavrtite slamico med rezanjem s $karjami 10 mm pod vrhom obarvane upravljalne
palcke.

S sunkovitim in nadzorovanim gibom hitro primite upravljalno palcko in jo izvlecite iz slamice.

Takoj potopite kanal v 37 °C raztopino TS in neZno sukajte, da locite vzorce iz pripomocka, nato pa pustite tako 1 minuto.

Korake 9-12 je treba izvesti pri sobni temperaturi (22-27 °C).

9.

1.
12.

+  Pri sobni temperaturi: Asepti¢no razdelite eno (1) 50-pl kapljico raztopine DS na sterilno petrijevko

Povlecite nekaj raztopine DS v prenosno pipeto in prenesite vzorec (vzorce) iz kapljice TS z minimalno koli¢ino v kapljico DS

za 4 minute.

OPOMBA: Vzorec bo ostal med izpostavljanjem raztopini DS skréen.

V TEM CASU PRIPRAVITE DVE 50-pl KAPLJICI RAZTOPINE WS (WS1, WS2), KOT JE PRIKAZANO NA DIAGRAMU

PRIPOMOCKA HSV.

Prenesite vzorec (vzorce) v kapljico WS (WS1) za 4 minute.

OPOMBA: Vzorec (vzorci) bi se moral v raztopini WS znova razsiriti na prvotno velikost v roku 2-3 minute.

Nato prenesite vzorec (vzorce) v drugo kapliico WS (WS2) za 4 minute.

Prenesite segrete OOCITE v predhodno ekvilibrirano gojis¢e za kulture z dodanimi 20 % (v/v) beljakovin ali 12 mg/ml za obnavljanje

(2-3 ure, da omogocite ponovni nastanek vretena) pred nadaljnjimi manipulacijami.

Na voljo sta dve moznosti za segrete EMBRIE:

a) Za takoj$nji prenos do bolnika: prenos EMBRIEV v predhodno ekvilibrirani »prenosni« medij, ki vsebuje 20 % (v/v) dodatka
beljakovin ali 12 mg/ml.

b) Za nadaljnje kulture: prenos EMBRIEV v predhodno ekvilibrirano goji$¢e za kulture, ki vsebuje 20 % (v/v) dodatka beljakovin
ali 12 mg/ml za 4-urno obdobje obnovitve. Po obdobju obnovitve prenesite EMBRIE v gojis¢e za kulture z 10 % (v/v) dodatka
beljakovin in ustrezno inkubirajte, dokler ni dosezena zelena razvojna stopnja za prenos v bolnika.

OPOMBA: Dobljene oocite je treba oploditi z uporabo ICSI za optimalno oploditev po vitrifikaciji.

ZA SEGREVANJE PRIPOMOCKA CRYOLOCK™ KOT NOSILCA:
POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

Sterilna 4-kanalna posoda ali majhne sterilne petrijevke (35 X 10 mm ali enakovredno)

Rokavice za enkratno uporabo

Prenosne pipete

Stoparica ali Gasovnik

Rezervoar teko¢ega dusika

Teko¢i dusik

Gojisce za kulture z beljakovinami, predhodno ekvilibrirano na 37 °C v inkubatorju CO, pred postopkom odtajanja
37 °C inkubator brez CO, ali grelna mizica

Klesce

NAVODILA ZA UPORABO
Komponente kompleta Vit Kit-Thaw (na uporabo)

+ 1 mlraztopine Thawing Solution-TS
+ 50 pl raztopine Dilution Solution-DS
+ 100 pl raztopine Washing Solution-WS

PROTOKOL SEGREVANJA
OPOMBA: Koraki segrevanja vkljucujejo potapljanje pripomocka v 37 °C TS ter nato redéenje in splakovanje v DS oziroma WS pri sobni
temperaturi

1.

Priprava posode za odtajanje (kot je prikazano v diagramu pripomocka Cryolock, slika 1):

+ Pri 37 °C: Asepti¢no razdelite minimalno koli¢ino 1 ml raztopine TS in segrejte na 37 °C v inkubatorju brez CO, ali na grelni mizici
vsaj 30 minut pred zacetkom postopka segrevanja.

Vzemite vzorec (vzorce) Cryolock, ki jih boste segrevali, in hitro prenesite iz vsebnika LN, v napolnjeni nosilni rezervoar LN,, pripravijen

za postopek segrevanja.

Postavite z LN, napolnjen nosilni rezervoar v neposredno blizino delovnega obmocja in mizice mikroskopa, da boste lahko nato izvedli

hitro manipulacijo iz rezervoarja v TS.

Odstranite posodo TS iz 37 °C inkubatorja ali z grelne mizice in jo namestite v fokus na vrh mizice mikroskopa.

SLOVENSCINA 3/4



5. S klec¢ami drzite zgorniji konec glavnega dela pripomocka Cryolock z identifikacijsko nalepko obrnjeno navzgor.
Moznost A: Hitro in nezno odstranite pokrovéek pod LN,, tako da vrtite dele do sprostitve.
Moznost B: Hitro vzemite pripomocek Cryolock iz LN,, nato pa hitro odstranite pokrovéek z neznim sukanjem.
OPOMBA: Laboratorij mora slediti lastnim postopkom in protokolom. Moznost A ni odobrena za uporabo v ZDA.
6.  Takoj potopite vboceno konico pripomocka Cryolock z navzgor obrnjenim vzorcem v 37 °C TS. Med opazovanjem pod mikroskopom
nezno premikajte Cryolock, dokler se vzorec (vzorci) ne sprostijo s konice.
7. Pustite vzorec (vzorce) skupno 1 minuto v TS.
8.  Trideset (30) sekund po zacetni potopitvi nezno nakapljajte vzorec (vzorce), ¢e plava, in ga vstavite na dno raztopine TS.
Korake 9-12 je treba izvesti pri sobni temperaturi (22-27 °C).
+  Pri sobni temperaturi: Asepti¢no razdelite eno (1) 50 pl kapljico raztopine DS na sterilno petrijevko (glejte diagram Cryolock, slika 2).
9.  Prenesite vzorec (vzorce) v raztopino DS za 4 minute. Nezno nakapljajte vzorce enkrat, da zagotovite popolno izpiranje v raztopini DS.
OPOMBA: Vzorec bo ostal med izpostavljanjem raztopini DS skréen.
10. V4 minutah izpostavljenosti v raztopini DS asepti¢no razdelite dve (2) 50 pl kapljici raztopine WS (WS1, WS2), kot kaze diagram.
11. Nemoteno prenesite vzorec (vzorce) v WS1 in nato v WS2, vsako za 4 minute.
OPOMBA: Vzorec (vzorci) bi se moral v raztopini WS znova razsiriti na prvotno velikost v roku 2-3 minute.
12. Prenesite segrete OOCITE v predhodno ekvilibrirano goji§ce za kulture z dodanimi 20 % (v/v) beljakovin ali 12 mg/ml za obnavljanje
(2-3 ure, da omogocite ponovni nastanek vretena) pred nadaljnjimi manipulacijami.
Na voljo sta dve moznosti za segrete EMBRIE:

a) Za takojsnji prenos do bolnika: prenos EMBRIEV v predhodno ekvilibrirani »prenosni« medij, ki vsebuje 20 % (v/v) dodatka
beljakovin ali 12 mg/ml.

b) Za nadaljnje kulture: prenos EMBRIEV v predhodno ekvilibrirano gojisce za kulture, ki vsebuje 20 % (v/v) dodatka beljakovin
ali 12 mg/ml za 4-urno obdobje obnovitve. Po obdobju obnovitve prenesite EMBRIE v gojis¢e za kulture z 10 % (v/v) dodatka
beljakovin in ustrezno inkubirajte, dokler ni doseZena zelena razvojna stopnja za prenos v bolnika.

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 Thaw
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 dolo¢eni 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 vkljuéujejo predvideno
uporabo, za katero je ta pripomocek zasnovan.

Ustanova, v kateri dela uporabnik tega pripomocka, je odgovorna za vzdrZzevanje sledljivosti izdelka in mora upoStevati nacionalne predpise
glede sledljivosti, Kjer je to ustrezno.

Ne uporabljajte viale z raztopino, na kateri so znaki pokodb, pu$€anja, delcev, motnosti ali e se je spremenila barva. Izdelek zavrzite
skladno z veljavnimi predpisi.

Za preprecitev kontaminacije morate z izdelkom ravnati z asepti¢nimi tehnikami.

Trenutno raziskovalna literatura kaze, da dolgoro€ni 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,
vkljuéujejo selekcijo darovalcev, presejanje posameznih darovanih bioloskih materialov in zdruzene plazme za specifi¢ne oznaCevalce
okuzbe in vkljucitev u¢inkovitih proizvodnih korakov za inaktivacijo/odstranitev virusov. Kljub temu pri uporabi medicinskih izdelkov,
pripravljenih iz ¢loveske krvi ali plazme, ni mogoce popolnoma izkljuciti prenosa povzrociteljev kuznih bolezni. To velja tudi za viruse,
ki so $e neznani ali so se zaceli Siriti pred kratkim, in druge patogene. O dokazanih prenosih virusov z albuminom, proizvedenim skladno
s specifikacijami Evropske farmakopeje in uveljavljenimi postopki, ni nobenih porocil. Zelo priporocljivo je, da se ob vsaki uporabi gojis¢
proizvajalca FUJIFILM Irvine Scientific, Inc., Reproductive Media Products pri bolniku zapi$eta ime in serijska $tevilka 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 proizvodnii 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 Eloveskih virov, niso kuzni. Pri ravnanju z vsemi materiali ¢love$kega 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 ob¢utljiv za izbrani
antibiotik.
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