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ENGLISH

EU CAUTION: For Professional Use Only.

INTENDED USE

Vit Kit - Freeze NX is intended for use in assisted reproductive procedures for vitrification and storage of human oocytes (M),
pronuclear (PN) zygotes through day 3 cleavage stage embryos and blastocyst stage embryos.

DEVICE DESCRIPTION

Equilibration NX - ES is a dual buffered solution (HEPES & MOPS) of Continuous Single Culture medium (CSCM) containing
Gentamicin Sulfate, 7.5% (v/v) of each DMSO and ethylene glycol, and 20% (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX - VS is a dual buffered solution (HEPES & MOPS) of CSCM containing Gentamicin Sulfate, 15% (v/v) of each DMSO
and ethylene glycol, 20% (v/v) DSS and 0.5 M Trehalose.

Washing NX - WS is a dual buffered solution (HEPES & MOPS) of CSCM containing Gentamicin Sulfate and 20% 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 — Freeze NX for a final concentration of 10 mg/mL HSA and 4 mg/mL Dextran.

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

COMPOSITION
Salts & lons Amino Acids L-Phenylalanine Energy Substrates
Potassium Phosphate L-Arginine L-Serine . Dextrose
Sodium Chloride Glycine L-Threonine Sodium Pyruvate
Potassium Chloride L-Histidine L-Tryptophan Sodium Lactate
Magnesium Sulfate L-Lysine L-Valine
Calcium Chloride L-Proline L-Cystine Protei
L-Tyrosine rrotein i
L-Alanine Antioxidants Human Serum Albumin, HSA
m ) L-Aspartic Acid Sodium Citrat
Sodium Bicarbonate L-Asparagine E%Tlllim Ihrate Crvoprotectants
gine yop!
HEPES L-Glutamic Acid
MOPS L-Isoleucine Dextran
L-Leucine Antibiotics Trehalose
L-Alanyl-L-Glutamine Gentamicin Sulfate Ethylene Glycol
L-Methionine Dimethylsulfoxide
QUALITY ASSURANCE

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

Each lot of Vit Kit - Freeze NX receives the following tests:

+ Endotoxin by Limulus Amebocyte Lysate (LAL) methodology (<0.6 EU/mL) by USP Bacterial Endotoxins <85> and Ph. Eur. 2.6.14
* Mouse Embryo Assay (one-cell) (= 80% expanded blastocyst)

«  Sterility by the current USP Sterility Test <71>, Ph. Eur. 3.2 (Pass)

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

MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED

+ Vitrification device of choice

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

+ Cryotubes (4.5 mL) or goblets and cryocanes

+ Hyaluronidase (Catalog #90101) for oocyte vitrification

« Disposable gloves

+ Transfer pipettes (pulled glass pipettes or micropipette tips with an inner tip diameter of ~200um)
« Tweezers or forceps

« Stopwatch or timer

+ Liquid nitrogen reservoir (dewar or styrofoam container with lid, 1-2 L volume)
+ Liquid nitrogen (sufficient volume to achieve 4 inch depth in reservoir)

DIRECTIONS FOR USE
Vit Kit - Freeze NX component requirements (per application):
+ Equilibration NX - ES (ES):
60 pL for Oocyte Vitrification Protocol
Or
50 pL for Embryo Vitrification Protocol
+ Vitrification NX - VS (VS):
50 pL for either Vitrification Protocol
+ Washing NX - WS (WS):
20 pL for Oocyte Vitrification Protocol
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VITRIFICATION PROTOCOL.:

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

1.

N o oA w

Bring the quantity to be used of ES, VS, and WS to room temperature (20-27°C).

NOTE: Avoid bringing the entire vials of ES, VS and WS to room temperature repeatedly when a partial of the solution is needed
each time. It is better to aliquot the quantity to be used and return the vials to 2-8°C right after aliquoting. Washing NX (WS) is used
for oocyte vitrification.

. Fillthe liquid nitrogen reservoir with liquid nitrogen (LN,) - sufficient to achieve a depth of 4 inches or to completely submerge cryotube

on cane — and place close to microscope. Attach a cryotube or goblet (uncapped) to the bottom clamp of a cryocane and submerge
in the liquid nitrogen in preparation for storage of the vitrified specimens.

. Determine the number of specimens to be vitrified.

. Label each sterile petri dish (or lid) and Cryo storage device with necessary information.
. Carefully examine the vitrification device before starting procedure

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

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

A. OOCYTE (Ml Vitrification Protocol:
NOTE 1: Retrieved oocytes are denuded with Hyaluronidase to confirm they are MIl.
NOTE 2: Refer to Section B for embryo vitrification protocol.
1. Aseptically dispense 20 pL drop of WS, ES1 & ES2 in close proximity and ES3 on an inverted lid of sterile petri dish as shown
in Figure 1, and place the dish on the microscope stage:
* one- 20 pL drop of WS
+ three- 20 pL drops (60 L total) of ES (ES1, ES2, ES3)
2. Remove the culture dish containing MIl oocytes from the incubator and check the quality of the specimens under microscope.
Where possible, select only the best quality Ml stage oocyte(s).
CAUTION: Minimize the exposure of the specimen(s) to light during equilibration in the WS, ES and VS drops.
3. Transfer the oocyte (up to 2 at a time) with minimal volume of medium from the culture dish (in incubator) into the 20 L drop
of WS for one minute.

4. Merge the drop of WS to ES1 (See Figure 1, arrow 1) with the tip of the transfer pipette and allow spontaneous mixing of the
two solutions to occur for 2 minutes.

5. Then merge the drop of ES2 (arrow 2) to the previously merged drops and leave for 2 minutes.
6. Transfer the oocyte(s) with minimal volume of solution from merged drop to ES3 drop for 6-10 minutes.

Note: equilibration of oocyte(s) in ES3 is complete when the thickness of the zona pellucida and perivitelline space is equal. The
oocyte(s) will settle to the bottom of the drop typically within 3 minutes.

7. During the equilibration time in ES3, aseptically dispense one (1) 50 uL drop of VS prior to complete equilibration and prepare
the Vitrification device of choice for loading (Figure 2).

8. The following steps (9-13) should be completed in 80-110 seconds.

CAUTION: Exposure of specimens to VS should be limited to prevent cytotoxicity. Specimen(s) tend to float in VS, so adjust
the focus through the microscope to maintain continuous visualization during exposure and keep the tip of the transfer pipette
nearby to assure rapid transfer between drops. Refer to Figure 2.

9. Rinse and fill the transfer pipet tip with VS immediately before equilibration in ES is complete, and draw up the specimen(s)
with minimal volume of ES into the pipet tip and transfer into the drop of VS for 50-60 seconds. Unload oocytes to the bottom
of VS. While unloading, oocytes will float to the top of VS. To ensure complete rinse with VS, gently move the oocytes back to
the bottom center of VS by pipetting.

During this process, oocytes will be dehydrated and float back again.

10. Load and seal the Vitrification device as directed by manufacturer.

11. Place the vitrified specimen(s) on the Vitrification device of choice into the submerged LN, filled cryotube or goblet (on the
cryocane) Figure 3. Cap the cryotube (or goblet) or attach up-side-down with another uncapped cryotube in order to secure the
vitrified device in liquid nitrogen.

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

B. EMBRYOS (PN to Blastocyst) Vitrification Protocol:
1. Aseptically dispense one- 50 pL drop of ES on an inverted lid of Petri dish (Figure 4).

2. Remove the culture dish with embryo(s) from the incubator and check the quality of the specimen(s) under microscope. Where
possible, select only the best quality embryo(s) for vitrification.

3. Carefully transfer the specimen (up to two at one time) with a minimal volume of medium from the culture dish to the drop of ES
and start the timer.
Embryos should equilibrate in the ES drop slowly by free-fall for 6-10 minutes.
NOTE 1: The specimen will shrink and then gradually return to its original size, which indicates that the equilibration is complete.
CAUTION: Minimize the exposure of specimen(s) to light during equilibration in ES and VS drops.

4. During this equilibration time in ES, aseptically dispense one-50 pL drop of VS solution as shown in Figure 4 and prepare
vitrification device of choice for loading.

5. Rinse and fill the transfer pipet tip with VS immediately before equilibration in ES is complete, and draw up the specimen(s) with
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minimal volume of ES into the pipet tip and transfer into the drop of VS for a minimum of 30 seconds. Unload embryos to the
bottom of VS. While unloading, embryos will float to the top of VS. To ensure complete rinse with VS, gently move the embryos
back to the bottom center of VS by pipetting.
NOTE 2: During this process, embryos will be dehydrated and float back again.

6. Load and seal the Vitrification device as directed by manufacturer

7. Place the vitrified Vitrification device of choice into the submerged LN, filled cryotube or goblet (on the cryocane) — Figure 3. Cap
the cryotube (or goblet) or attach up-side-down with another uncapped cryotube in order to secure the vitrified device in liquid
nitrogen.

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

For additional details on the use of these products, each laboratory should consult its own laboratory procedures and protocols which
have been specifically developed and optimized for your individual medical program.

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

Do not use media for more than fourteen (14) days 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. 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 hottle 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.

ENGLISH 3/4



ENGLISH 4/4



DEUTSCH
EU-VORSICHTSHINWEIS: Nur fiir den professionellen Einsatz.

VERWENDUNGSZWECK
Vit Kit — Freeze NX ist fiir die Verwendung bei assistierten Reproduktionsverfahren zur Vitrifikation und Lagerung menschlicher Oozyten
(MI1) und Zygoten im Vorkernstadium (PN) bis zu Embryos im Teilungsstadium am Tag 3 und Blastozystenstadium vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG
Equilibration NX-ES ist eine dual-gepufferte Losung (HEPES & MOPS) des Continuous Single Culture Medium (CSCM) und enthalt
Gentamicinsulfat, 7,5 % (v/v) sowohl DMSO als auch Ethylenglykol sowie 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS ist eine dual-gepufferte Lésung (HEPES & MOPS) des CSCM-Mediums und enthalt Gentamicinsulfat, 15 % (v/v)
sowohl DMSO als auch Ethylenglykol, 20 % (v/v) DSS und 0,5 M Trehalose.

Washing NX-VS ist eine dual-gepufferte Lodsung (HEPES & MOPS) des CSCM-Mediums und enthélt Gentamicinsulfat sowie 20 % 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 — Freeze NX bei einer Endkonzentration von 10 mg/ml HSA und 4 mg/ml Dextran verwendet.

Diese Losungen werden nacheinander geméaf dem schrittweisen Protokoll der Vitrifikation in Mikrotropfen eingesetzt.

ZUSAMMENSETZUNG
Salze und lonen Aminoséuren L-Phenylalanin Energiesubstrate
Kaliumphosphat L-Arginin L-Serin Dextrose
Natriumchlorid Glycin L-Threonin Natriumpyrovat
Kaliumchlorid L-Histidin L-Tryptophan Natriumlactat
Magnesiumsulfat L-Lysin L-valin
Calciumchlorid L-Prolin L-Cystin Protei
L-Tyrosin Frotein )
Puffer L-Alanin Antioxidantien Humanalbumin (HSA)
Natriumbicarbonat fﬁgg:{gg:ﬂsawe Elgt{i:mcitrat
- ¥ "
HEPES L-Glutaminséure Kryoprotektoren
MOPS L-Isoleucin Dextran
L-Leucin Antibiotika Trehalose
L-Alanyl-L-Glutamin Gentamicinsulfat Ethylenglykol
L-Methionin Dimethylsulfoxid
QUALITATSSICHERUNG

Die Membranfilterung und aseptische Verarbeitung der Ldsungen im Vit Kit — Freeze NX erfolgt in Ubereinstimmung mit validierten
Fertigungsverfahren.

Jede Charge von Vit Kit — Freeze NX unterlduft folgende Tests:

« Endotoxin durch Limulus-Amoebozyten-Lysat-Nachweis (LAL-Methode) (< 0,6 EU/ml) durch USP Bacterial Endotoxin Test <85>
und Eur. Arzneibuch 2.6.14

* Mausembryo-Assay (einzellig) (= 80 % expandierte Blastozysten)

«  Sterilitat durch aktuellen USP-Sterilitatstest <71>, Eur. Arzneibuch 3.2 (Bestanden)

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

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE JEDOCH NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND:
+ Vitrifikationsgerat nach Wahl

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

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

+ Hyaluronidase (Bestell-Nr. 90101) fiir die Vitrifikation von Oozyten

* Einmalhandschuhe

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

« Stoppuhr oder Zeitgeber

+ Fliissigstickstoff-Vorratsbehalter (Dewar- oder Styroporbehalter mit Deckel, Volumen 1-2 1)

+ Flussigstickstoff (ausreichendes Volumen fiir eine Tiefe von ca. 4 Zoll im Vorratsbehalter)

GEBRAUCHSANWEISUNG
Vit Kit — Freeze NX Komponentenbedarf (pro Anwendung):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl fur Oozyten-Vitrifikationsprotokoll
Oder
50 pl fir Embryo-Vitrifikationsprotokoll
+  Vitrification NX-VS (VS):
50 pl fir beide Vitrifikationsprotokolle
+ Washing NX-WS (WS):
20 l fur Oozyten-Vitrifikationsprotokoll
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VITRIFIKATIONSPROTOKOLL:

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

1.

~N o o~ W

Die bendtigte Menge an ES (Aquilibrierungslésung), VS (Vitrifikationsldsung) und WS (Waschldsung) auf Raumtemperatur (20-27 °C)
bringen.

HINWEIS: Es sollte vermieden werden, die Flaschchen mit der gesamten Menge an ES, VS und WS wiederholt auf Raumtemperatur
zu bringen, wenn jeweils nur ein kleiner Anteil 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. Washing NX (WS) wird fiir die Oozyten-Vitrifikation verwendet.

. Den Fliissigstickstoff-Vorratsbehélter mit so viel Flissigstickstoff (LN,) anfiillen, dass eine Tiefe von 4 Zoll erreicht wird oder dass die

Kryorghrchen am Cryocane vollstandig eingetaucht werden kénnen, und neben dem Mikroskop aufstellen. Ein Kryordhrchen oder
einen Becher (ohne Deckel) an der unteren Klemme eines Cryocane befestigen und in Fliissigstickstoff tauchen, um die Lagerung
der vitrifizierten Proben vorzubereiten.

. Die Anzahl der zu vitrifizierenden Proben ermitteln.

. Jede sterile Petrischale (bzw. jeden Deckel) und die Kryolagerungsvorrichtung mit den notwendigen Informationen beschriften.
. Das Vitrifikationsgerat vor Start des Verfahrens sorgféltig priifen.

. Vor dem Gebrauch den Inhalt jedes Flaschchens mit ES und VS durch vorsichtiges Umdrehen mischen.

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

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

1. Unter Einsatz einer aseptischen Technik jeweils einen 20-pl-Tropfen von WS, ES1 und ES2 (dicht nebeneinander) sowie von
ES3 auf den umgedrehten Deckel einer sterilen Petrischale geben, wie in Abbildung 1 dargestellt, und die Schale auf den
Objekttrager stellen:

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

2. Die Kulturschale mit den MIl-Oozyten aus dem Inkubator entnehmen und die Qualitat der Proben unter dem Mikroskop priifen.
Mdglichst nur die hochwertigste(n) Oozyte(n) im MIl-Stadium auswahlen.

VORSICHT: Die Probe(n) bei einer Aquilibrierung in WS-, ES- und VS-Tropfen so weit wie maglich vor Lichtexposition schiitzen.

3. Die Oozyte(n) (bis zu 2 gleichzeitig) mit einem minimalen Medienvolumen aus der Kulturschale (im Inkubator) auf den 20-pl-
Tropfen WS Uberfiihren und 1 Minute warten.

4. Den Tropfen WS mithilfe der Spitze der Transferpipette zum ES1 geben (siehe Abbildung 1, Pfeil 1) und 2 Minuten lang warten,
um eine spontane Mischung beider Losungen zu ermdglichen.

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

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

Hinweis: Die Aquilibrierung der Oozyte(n) in ES3 ist beendet, wenn die Dicke von Zona pellucida und perivitellinem Spalt
Ubereinstimmen. Oozyten setzen sich typischerweise innerhalb von 3 Minuten im Tropfen nach unten ab.

7. Wahrend der Aquilibrierungszeit in ES3 unter Einsatz einer aseptischen Technik vor Abschluss der Aquilibrierung einen (1)
50-pl-Tropfen VS dispensieren und das gewahlte Vitrifikationsgerat zum Beladen vorbereiten (Abbildung 2).

8. Folgende Schritte (9-13) sind innerhalb von 80-110 Sekunden durchzufiihren.

VORSICHT: Die Proben sollten VS nur begrenzt ausgesetzt werden, um eine Zytotoxizitét zu vermeiden. Proben neigen dazu,
in VS zu schweben; daher sollte das Mikroskop so fokussiert werden, dass wéhrend der Exposition eine kontinuierliche
Visualisierung aufrechterhalten bleibt. AuRerdem die Spitze der Transferpipette in der Nahe halten, um einen schnellen Transfer
zwischen den Tropfen zu gewéhrleisten. Siehe Abbildung 2.

9. Unmittelbar vor Abschluss der Aquilibrierung in ES die Spitze der Transferpipette mit VS spillen und anfiillen. Die Proben mit
minimalem ES-Volumen in die Pipettenspitze aufziehen und fiir einen Zeitraum von 50-60 Sekunden auf den VS-Tropfen
Ubertragen. Die Oozyten auf den Grund des VS-Tropfens dispensieren. Wahrend der Dispensierung steigen die Oozyten im
VS-Tropfen wieder nach oben. Um eine komplette Spilung mit VS sicherzustellen, die Oozyten durch Pipettieren wieder vorsichtig
zur Grundmitte des VS-Tropfens zuriickbewegen.

Bei diesem Prozess werden die Oozyten dehydriert und schweben wieder zuriick.

10. Das Vitrifikationsgerat gemaR den Herstelleranweisungen beladen und verschlieRen.

11. Die vitrifizierte(n) Probe(n) im gewahiten Vitrifikationsgerat in das eingetauchte, mit LN, gefillite Kryordhrchen oder den Becher
(am Cryocane) geben - siehe Abbildung 3. Das Kryordhrchen (oder den Becher) mit dem Deckel verschlieRen oder umdrehen
und mit einem anderen deckellosen Kryordhrchen befestigen, um das vitrifizierte Gerat in Flussigstickstoff zu sichern.

12. Den LN,-Vorratsbehélter neben dem LN,-Kryogefrierer aufstellen und den Inhalt des Cryocane fiir eine langfristige Autbewahrung
der Prof)en in den Kryogefrierer tiberfuhren.

B. Vitrifikationsprotokoll fiir EMBRYOS (PN bis Blastozysten):
1. Unter Einsatz einer aseptischen Technik einen 50-pl-Tropfen ES auf den umgedrehten Deckel einer Petrischale geben
(Abbildung 4).
2. Die Kulturschale mit dem (den) Embryo(s) aus dem Inkubator entnehmen und die Qualitat der Probe(n) unter dem Mikroskop
prifen. Mdglichst nur den (die) hochwertigsten Embryo(s) fiir die Vitrifikation auswahlen.
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3. Die Probe(n) (bis zu zwei gleichzeitig) vorsichtig mit einem minimalen Medienvolumen von der Kulturschale auf den Tropfen ES

Uberfiihren und den Zeitgeber starten.

Embryos sollten im ES-Tropfen langsam durch freien Fall 6-10 Minuten lang &quilibrieren.

HINWEIS 1: Die Proben schrumpfen und kehren dann schrittweise wieder zur urspriinglichen GroRe zuriick. Dies weist darauf
hin, dass die Aquilibrierung abgeschlossen ist.

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

4. Wahrend der Aquilibrierungszeit in ES einen 50-pl-Tropfen VS-Losung unter Einsatz einer aseptischen Technik dispensieren
(siehe Abbildung 4) und das gewahlte Vitrifikationsgerat zum Beladen vorbereiten.

5. Unmittelbar vor Abschluss der Aquilibrierung in ES die Spitze der Transferpipette mit VS spiilen und anfiillen. Die Proben mit
minimalem ES-Volumen in die Pipettenspitze aufziehen und auf den VS-Tropfen fur einen Zeitraum von mindestens 30 Sekunden
Ubertragen. Die Embryos am Boden des VS-Tropfens entleeren. Wéhrend der Entleerung steigen die Embryos im VS-Tropfen
wieder nach oben. Um eine komplette Spillung mit VS sicherzustellen, die Embryos durch Pipettieren wieder vorsichtig zur
Bodenmitte des VS-Tropfens zuriickbewegen.

HINWEIS 2: Bei diesem Prozess werden die Embryos dehydriert und schweben wieder zuriick.

6. Das Vitrifikationsgerat gemaR den Herstelleranweisungen beladen und verschlieRen.

7. Das vitrifizierte gewahlte Vitrifikationsgerat in das eingetauchte, mit LN, gefiillte Kryorhrchen oder den Becher (am Cryocane)
geben (siehe Abbildung 3). Das Kryordhrchen (oder den Becher) mit dem Deckel verschlieBen oder umdrehen und mit einem
anderen deckellosen Kryordhrchen befestigen, um das vitrifizierte Gerét in Flissigstickstoff zu sichern.

8. DenLN,-Vorratshehalter neben dem LN,-Kryogefrierer aufstellen und den Inhalt des Cryocane fiir eine langfristige Aufoewahrung
der Proben in den Kryogefrierer Uberfiihren.

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

LAGERUNGSANWEISUNGEN UND STABILITAT
Die ungedffneten Flaschchen bei 2 °C bis 8 °C gekiihlt lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung sind die Vit Kit — Freeze NX Solutions
bis zu dem auf der Kennzeichnung der Flaschchen angegebenen Verfallsdatum stabil.

Die Medien nach Offnen der Behélter nicht Ianger als vierzehn (14) Tage 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 z&hlt 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 oder getriibt sind, nicht verwenden.
Das Produkt gemaf 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 besch&digt wurde.

EU: Zu den Standardmafnahmen zur Pravention von Infektionen infolge der Verwendung von Arzneimitteln, die aus menschlichem Blut
oder Plasma hergestellt sind, gehdren die Auswahl der Spender, die Untersuchung der einzelnen Blutspenden und der Plasmapools
hinsichtlich spezifischer Infektionsmarker und die Durchfiihrung wirksamer Schritte wahrend der Herstellung zur Inaktivierung/Entfernung
von Viren. Dessen ungeachtet kann die Mdglichkeit der Ubertragung infektidser Erreger bei Verabreichung von Arzneimitteln, die aus
menschlichem Blut oder Plasma hergestellt sind, nicht génzlich ausgeschlossen werden. Dies gilt auch fiir unbekannte oder neu
auftretende Viren und sonstige Pathogene. Es liegen keine Berichte tber bestatigte Virusiibertragungen mit Albumin vor, das nach den
Spezifikationen des Europdischen 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 gepriift und erwies sich als nicht reaktiv im Hinblick auf Antikdrper gegen Hepatitis C (HCV)
und Antikdrper gegen das humane Immundefizienz-Virus (HIV). Kein Testverfahren kann jedoch mit vollstandiger Sicherheit ausschlieen,
dass Produkte menschlichen Ursprungs infektios sind. Alle Materialien menschlichen Ursprungs sind unter Einhaltung der universellen
VorsichtsmaBnahmen so zu handhaben, als ob sie eine Infektion iibertragen kdnnten. Spender der Ausgangsmaterialien wurden auch
auf Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) Uberprift.

KONTRAINDIKATIONEN

Das Produkt enthélt Gentamicinsulfat. Es ist anhand angemessener Vorsichtsmanahmen sicherzustellen, dass der Patient keine
Sensitivitat gegeniber diesem Antibiotikum aufweist.
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ITALIANO

AVVERTENZA PER LA UE: solo per uso professionale.

USO PREVISTO

Vit Kit - Freeze NX ¢ indicato per I'uso nelle tecniche di riproduzione assistita per la vitrificazione e la conservazione di ovociti umani
(MI1), embrioni tra lo stadio di zigoti pronucleati (PN) e la fase di clivaggio al giorno 3, ed embrioni allo stadio di blastocisti.
DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

Equilibration NX-ES & una soluzione di Continuous Single Culture Medium (CSCM) contenente due tamponi (HEPES e MOPS)

€ gentamicina solfato, 7,5% (v/v) ciascuno di DMSO e glicole etilenico, e 20% (v/v) di Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS ¢ una soluzione di CSCM contenente due tamponi (HEPES e MOPS) e gentamicina solfato, 15% (v/v) ciascuno di
DMSO e glicole etilenico, 20% (v/v) di DSS e 0,5 M di trealosio.

Washing NX-WS é una soluzione di CSCM contenente due tamponi (HEPES e MOPS), gentamicina solfato e 20% di DSS.

II DSS & un integratore proteico costituito da 50 mg/ml di albumina sierica umana (HSA) di classe terapeutica e 20 mg/ml di destrano.
Viene usato al 20% (v/v) in Vit Kit - Freeze NX per una concentrazione finale di 10 mg/ml di HSA e di 4 mg/ml di destrano.

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

COMPOSIZIONE
Sali e ioni Aminoacidi L-fenilalanina Substrati energetici
Fosfato di potassio L-arginina L-serina Destrosio
Cloruro di sodio Glicina L-treonina Piruvato di sodio
Cloruro di potassio L-istidina L-triptofano Lattato di sodio
Solfato di magnesio L-lisina L-valina
Cloruro di calcio L-prolina L-cistina Protei
L-tirosina Lroieina
T L-alanina Antiossidanti Albumina sierica umana
lampone Acido L-aspartico Citrato di sodio (HSA)
Bicarbonato di sodio L-asparagina
Asparag . EDTA
HEPES Acido L-glutammico Crioproteqgenti
MOPS L-isoleucina ~roproteggentl
L-leucina Antibiotici Destrano
L-alanil-L-glutammina Gentamicina solfato Trealosio
L-metionina Glicole etilenico

Dimetilsolfossido

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

Tutti i lotti di Vit Kit - Freeze NX sono sottoposti ai seguenti test:

+ Endotossine, mediante saggio del lisato di amebociti di Limulus (LAL) (< 0,6 EU/mI) e test delle endotossine batteriche (USP <85>
ed EP 2.6.14)

+ Biocompatibilita, mediante saggio su embrioni unicellulari di topo (con = 80% di blastocisti espanse)

« Sterilita, mediante gli attuali test appositi USP <71> ed EP 3.2 (esito positivo)

Tutti i risultati sono riportati in un Certificato di analisi specifico per ogni lotto, disponibile su richiesta.

MATERIALI NECESSARI MA NON IN DOTAZIONE

+ Dispositivo di vitrificazione prescelto

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

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

+ laluronidasi (n. di catalogo 90101) per la vitrificazione degli ovociti

+ Guanti monouso

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

« 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 nel serbatoio)

ISTRUZIONI PER L'USO
Requisiti relativi ai componenti di Vit Kit - Freeze NX (per applicazione):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl per il protocollo di vitrificazione degli ovociti
oppure
50 pl per il protocollo di vitrificazione degli embrioni
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl per entrambi i protocolli di vitrificazione
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl per il protocollo di vitrificazione degli ovociti
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PROTOCOLLO DI VITRIFICAZIONE

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

1.

~N o o~ W

. Riempire il serbatoio apposito con azoto liquido (LN,

Portare a temperatura ambiente (20-27 °C) la quantita di ES, VS e WS da utilizzare.

NOTA - Evitare di portare ripetutamente a temperatura ambiente interi flaconi di ES, VS e WS quando & necessario usare solo
una parte delle soluzioni. E preferibile prelevare la quantita da utilizzare e rimettere immediatamente i flaconi in frigorifero a 2-8 °C.
La soluzione Washing NX (WS) ¢ usata per la vitrificazione degli ovociti.

) in quantita sufficiente per raggiungere una profondita di 4 pollici o perimmergere
completamente la crioprovetta su supporto; collocare i serbatoio accantoal microscopio. Fissare una crioprovetta o un goblet (senza tappo)
nell'alloggiamento inferiore di un supporto CryoCane ed immergerlo nell'azoto liquido per prepararlo alla conservazione dei campioni
vitrificati.

. Determinare il numero di campioni da vitrificare.

. Riportare le informazioni necessarie su ciascuna piastra di Petri (o coperchio) sterile e su ciascun dispositivo di crioconservazione.
. Prima di avviare la procedura, esaminare attentamente il dispositivo di vitrificazione.

. Prima dell'uso, capovolgere delicatamente i flaconi di ES e VS per mescolare il contenuto.

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

A. Protocollo di vitrificazione degli OVOCITI (MIl)
NOTA 1 - Gli ovociti recuperati vengono decumulati con ialuronidasi per confermare che si trovino allo stadio di Mil.
NOTA 2 - Per il protocollo di vitrificazione degli embrioni, vedere la Sezione B.

1. Dispensare in modo asettico gocce da 20 pl di WS, ES1 ed ES2 molto vicine tra loro e di ES3 sul coperchio capovolto di una
piastra di Petri sterile come mostrato nella Figura 1, e collocare la piastra sul tavolino traslatore del microscopio:
+ unagoccia da 20 pl di WS
+ tre gocce da 20 pl (60 pl in totale) di ES (ES1, ES2, ES3)

2. Estrarre dallincubatore la piastra di coltura contenente gli ovociti allo stadio di Mil e verificare la qualita dei campioni al microscopio.
Ove possibile, selezionare solo gli ovociti allo stadio di Mil della migliore qualita.

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

3. Trasferire l'ovocita (fino a 2 alla volta), con un volume minimo di terreno, dalla piastra di coltura (nellincubatore) alla goccia
da 20 pl di WS per un minuto.

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

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

6. Trasferire I'ovocita o gli ovociti, con un volume minimo di soluzione prodotta dall'unione delle gocce precedenti, alla goccia
di ES3 per 6-10 minuti.

Nota — L'equilibratura dell'ovocita o degli ovociti nella goccia di ES3 e completa quando lo spessore della zona pellucida
€ uguale a quello dello spazio perivitellino. Generalmente, I'ovocita o gli ovociti si sistemano sul fondo della goccia entro 3 minuti.

7. Durante il periodo di equilibratura nella goccia di ES3, prima del completamento dell'equilibratura, dispensare in modo asettico
una (1) goccia da 50 ul di VS e preparare il dispositivo di vitrificazione prescelto per il caricamento (Figura 2).

8. | seguenti passaggi (da 9 a 13) devono essere eseguiti nel giro di 80-110 secondi.

ATTENZIONE - L'esposizione dei campioni alla VS deve essere limitata per evitare effetti citotossici. | campioni tendono
a galleggiare nella VS; regolare quindi la messa a fuoco del microscopio in modo da mantenere la visualizzazione continua
durante I'esposizione; tenere vicina la punta della pipetta di trasferimento per assicurare il trasferimento rapido da una goccia
all'altra. Vedere la Figura 2.

9. Risciacquare e riempire la punta della pipetta di trasferimento con VS immediatamente prima del completamento dell'equilibratura
nella ES; aspirare il campione o i campioni nella punta della pipetta con un volume di ES minimo, quindi trasferirli nella goccia di
VS per 50-60 secondi. Espellere gli ovociti dalla pipetta sul fondo della goccia di VS. All'atto dell'espulsione, gli ovociti si portano
alla superficie della goccia di VS. Per garantire il completo risciacquo con VS, riportare delicatamente gli ovociti, pipettandoli,
al centro del fondo della goccia di VS.

Durante questo processo, gli ovociti subiscono la disidratazione e tornano alla superficie della goccia.

10. Caricare e sigillare il dispositivo di vitrificazione in base alle istruzioni del fabbricante.

11. Collocare il campione o i campioni vitrificati caricati nel dispositivo di vitrificazione prescelto nella crioprovetta o nel goblet
(nel supporto CryoCane) immersi pieni di LN, (Figura 3). Tappare la crioprovetta (o il goblet) o collegarla, capovolta, a un’altra
crioprovetta priva di tappo per fissare il dispositivo vitrificato in azoto liquido.

12. Spostare il serbatoio di LN, vicino al criocongelatore a LN, e trasferirvi il supporto CryoCane e il relativo contenuto per
la conservazione a lungo termine.

B. Protocollo di vetrificazione degli EMBRIONI (da PN a blastocisti)
1. Dispensare in modo asettico una goccia da 50 ul di ES sul coperchio capovolto di una piastra di Petri (Figura 4).

2. Estrarre dall'incubatore la piastra di coltura contenente 'embrione o gli embrioni e verificare la qualita dei campioni al microscopio.
Ove possibile, selezionare solo gli embrioni della migliore qualita ai fini della vitrificazione.

3. Trasferire con attenzione il campione (fino a due alla volta), con un volume minimo di terreno, dalla piastra di coltura alla goccia
di ES e avviare il timer.

L'equilibratura degli embrioni deve avvenire lentamente nella goccia di ES, in caduta libera, per 6-10 minuti.
NOTA1 -1l campione si contrae e torna quindi gradualmente alle sue dimensioni originali; a questo punto, 'equilibratura & completa.
ATTENZIONE - Ridurre al minimo I'esposizione dei campioni alla luce durante I'equilibratura nelle gocce di ES e VS.
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4. Durante questo periodo di equilibratura nella ES, dispensare in modo asettico una goccia da 50 pl di soluzione VS come mostrato
nella Figura 4 e preparare il dispositivo di vitrificazione prescelto per il caricamento.

5. Risciacquare e riempire la punta della pipetta di trasferimento con VS immediatamente prima del completamento dell'equilibratura
nella ES e aspirare il campione o i campioni nella punta della pipetta, con un volume di ES minimo, e trasferirli nella goccia di VS
per 30 secondi al minimo. Espellere gli embrioni dalla pipetta sul fondo della goccia di VS. All'atto dell'espulsione, gli embrioni
si portano alla superficie della goccia di VS. Per garantire il completo risciacquo con VS, riportare delicatamente gli embrioni,
pipettandoli, al centro del fondo della goccia di VS.

NOTA 2 - Durante questo processo, gli embrioni subiscono la disidratazione e tornano alla superficie della goccia.

6. Caricare e sigillare il dispositivo di vitrificazione in base alle istruzioni del fabbricante.

7. Collocare il dispositivo di vitrificazione prescelto vitrificato nella crioprovetta o nel goblet (nel supporto CryoCane) immersi pieni
di LN, (Figura 3). Tappare la crioprovetta (o il goblet) o collegarla, capovolta, a un‘altra crioprovetta priva di tappo per fissare
il dispositivo vitrificato in azoto liquido.

8. Spostare il serbatoio di LN, vicino al criocongelatore a LN, e trasferirvi il supporto CryoCane e il relativo contenuto per
la conservazione a lungo termine.

Per ulteriori dettagli sulluso 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 i flaconi ancora chiusi in frigorifero a una temperatura compresa tra 2 °C e 8 °C. Se correttamente conservate, le soluzioni
Vit Kit - Freeze NX rimangono stabili fino alla data di scadenza indicata sulle etichette dei flaconi.

Usare i terreni entro quattordici (14) giorni dall'apertura dei flaconi.

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 e responsabile del mantenimento della sua rintracciabilita e, ove applicabile, deve agire
in ottemperanza alle norme di legge sulla rintracciabilita.

Non usare flaconi di soluzione in presenza di danni, perdite, particolato o torbidita. 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 dellinattivazione e delleliminazione dei virus. Nonostante cio, con
la somministrazione di un prodotto medicinale preparato da plasma o sangue umano, non e possibile escludere in modo assoluto
la possibilita di trasmissione di agenti infettivi. Cio vale anche per virus e altri patogeni sconosciuti 0 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 paziente
e il lotto del prodotto.

USA: questo prodotto contiene albumina sierica umana (HSA). Il materiale di origine umana usato nella produzione di questo prodotto
¢ stato analizzato mediante test autorizzati dalla FDA ed € risultato non reattivo agli anticorpi del virus dell’'epatite C (HCV) e del virus
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.

USO PREVISTO
Vit Kit - Freeze NX se ha disefiado para su uso en procedimientos de reproduccion asistida para la vitrificacion y conservacion de ovocitos
humanos (MIl), cigotos pronucleares (PN), embriones en el estadio de divisién del dia 3 y embriones en el estadio de blastocisto.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO
Equilibration NX-ES es una solucién doblemente tamponada (HEPES y MOPS) del medio Continous Single Culture (CSCM) que
contiene sulfato de gentamicina, 7,5 % (v/v) de DMSO y etilenglicol, respectivamente, y 20 % (v/v) de Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS es una solucion doblemente tamponada (HEPES y MOPS) de CSCM que contiene sulfato de gentamicina,
15 % (v/v) de DMSO y etilenglicol, respectivamente, 20 % (v/v) de DSS y trehalosa 0,5 M.

Washing NX-WS es una solucién doblemente tamponada (HEPES y MOPS) de CSCM que contiene sulfato de gentamicina y 20 %
de DSS.

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

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

COMPOSICION
Sales e iones Aminoécidos L-fenilalanina Fuentes de energia
Fosfato potasico L-arginina L-serina Dextrosa
Cloruro sodico Glicina L-treonina Piruvato sodico
Cloruro potésico L-histidina L-triptéfano Lactato sédico
Sulfato de magnesio L-lisina |I:'V?|{”§
Cloruro célcico L-prolina -cisteina .
L-tirosina Proteina
Sistemas tampon L-alanina Antioxidantes (Al-lik)Slen;lna sérica humana
=istemas lampon Acido L-aspartico i i
Bicarbonato sédico L-asparagiﬁa Egrﬁio de sodio
HEPES Acido L-glutamico Crioprotectores
MOPS L-isoleucina o ~rloproteciores
L-leucina Antibiético Dextrano
L-alanil-L-glutamina Sulfato de gentamicina Er_ehalo_sa
L-metionina tilenglicol
Dimetilsulféxido
CONTROL DE CALIDAD

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

Cada lote de Vit Kit - Freeze NX se somete a los ensayos siguientes:

+ Endotoxinas, por el método del lisado de amebocitos de Limulus (LAL) (<0,6 UE/mI) conforme al ensayo 85 «Bacterial Endotoxins»
delaUSPyalaPh. Eur. 2.6.14

+ Ensayo de embriones de raton (estadio de una célula) (=80 % de blastocistos expandidos)

« Esterilidad, por el ensayo 71 «Sterility Test» de la USP y la Ph. Eur. 3.2 (supera el ensayo)

Todos los resultados estan descritos en el certificado de analisis especifico de cada lote, el cual puede obtenerse previa peticion.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS

+ Dispositivo de vitrificacion preferido

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

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

+ Hialuronidasa (n.° ref. 90101) para la vitrificacion de ovocitos

« Guantes desechables

+ Pipetas de transferencia (pipetas de vidrio estiradas o puntas de micropipeta con un diametro interno de la punta de ~200 um)
* 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 depésito con una profundidad de 4 in)

INSTRUCCIONES DE USO
Requisitos de los componentes Vit Kit - Freeze NX (por aplicacién):
+  Equilibration NX-ES (ES):

60 pl para el protocolo de vitrificacion de ovocitos

0

50 pl para el protocolo de vitrificacién de embriones
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Vitrification NX-VS (VS):

50 pl para cualquiera de los protocolos de vitrificacion
Washing NX-WS (WS):

20 pl para el protocolo de vitrificacion de ovocitos

PROTOCOLO DE VITRIFICACION:

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

1.

~N o o~ W

Lleve a temperatura ambiente (20-27 °C) la cantidad de ES, VS y WS que desee utilizar.

NOTA: Procure no llevar de forma reiterada a temperatura ambiente los viales enteros de ES, VS y WS cada vez que necesite una parte
de la solucion. Es preferible repartir en alicuotas la cantidad que se desee utilizar y volver a llevar los viales a 2-8 °C inmediatamente
después. Washing NX (WS) se utiliza para la vitrificacion de ovocitos.

. Llene el depdsito de nitrégeno liquido con nitrégeno liquido (N,L) hasta una profundidad de 4 in o hasta la profundidad necesaria

para sumergir todo el vial de congelacion de la cafia, y coldquelo cerca del microscopio. Introduzca un vial de congelacién o copa
(sin tapar) en el soporte inferior de una criocafia y sumérjalos en el nitrégeno liquido como paso previo a la conservacion de las
muestras vitrificadas.

. Cuente el nimero de muestras que desee vitrificar.

. Etiquete cada placa de Petri estéril (o tapa) y cada dispositivo de crioconservacion con la informacion necesaria.
. Examine con cuidado el dispositivo de vitrificacion antes de comenzar el procedimiento.

. Invierta con suavidad cada vial de ES y VS para mezclar su contenido antes de usarlos.

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

A. Protocolo de vitrificacion de OVOCITOS (MIl):
NOTA 1: Los ovocitos recuperados se decumulan con hialuronidasa para confirmar que se encuentran en la metafase Il (MI).
NOTA 2: Consulte el protocolo de vitrificacion de embriones en la seccion B.

1. Dispense de manera aséptica sendas gotas de 20 pl de WS, ES1y ES2 (con proximidad entre ellas) y ES3 sobre una tapa
invertida de una placa de Petri estéril segun se muestra en la figura 1, y coloque la placa en la platina del microscopio:
* unagota de 20 pl de WS
+ tres gotas de 20 pl (60 pl en total) de ES (ES1, ES2, ES3)

2. Retire delaincubadora la placa de cultivo que contiene los ovocitos Mil y verifique la calidad de las muestras bajo el microscopio.
Seleccione, si es posible, solo el ovocito u ovocitos 6ptimos de la etapa MII.

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

3. Transfiera el ovocito (hasta 2 a la vez) con un volumen minimo de medio de la placa de cultivo (en la incubadora) a la gota
de 20 pl de WS durante un minuto.

4. Con la punta de la pipeta de transferencia, fusione la gota de WS con la de ES1 (véase la figura 1, flecha 1) y deje que
se mezclen espontaneamente las dos soluciones durante 2 minutos.

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

6. Transfiera el ovocito u ovocitos que tengan un volumen minimo de solucion de la gota fusionada a la gota ES3 durante
6-10 minutos.

Nota: el equilibrio de los ovocitos en ES3 se completa cuando el espesor de la zona pellcida se iguala con el del espacio
perivitelino. El ovocito u ovocitos se sedimentaran de ordinario en el fondo de la gota en 3 minutos.

7. Durante el periodo de equilibrio en ES3, dispense de forma aséptica una (1) gota de 50 pl de VS antes de completar el equilibrio
y prepare el dispositivo de vitrificacion preferido para la carga (figura 2).

8. Los pasos siguientes (9-13) se completaran en 80-110 segundos.

PRECAUCION: La exposicion de las muestras a V'S se limitara para evitar la citotoxicidad. La(s) muestra(s) tienden a flotar en el
VS, asi que enfoque el microscopio para visualizar la exposicion en todo momento y acerque la punta de la pipeta de transferencia
para facilitar una transferencia rapida entre gotas. Consulte la figura 2.

9. Enjuague y llene de inmediato la punta de la pipeta de transferencia con VS antes de que se complete el equilibrio en ES;
extraiga la(s) muestra(s) con un volumen minimo de ES en la punta de la pipeta y transfiérala(s) a la gota de VS durante
50-60 segundos. Descargue los ovocitos al fondo de VS. Durante la descarga, los ovocitos flotaran hacia la parte superior
de VS. Para asegurar un enjuague completo con VS, utilice una pipeta para desplazar de nuevo y con suavidad los ovocitos
hasta el centro del fondo de VS.

Durante este proceso, los ovocitos se deshidrataran y volveran a flotar.

10. Cargue y selle el dispositivo de vitrificacion siguiendo las instrucciones del fabricante.

11. Una vez vitrificada(s) la(s) muestra(s), en el dispositivo de vitrificacion preferido, coldquela(s) en el vial de congelacion o copa
(en la criocafia) que habra sumergido en el deposito de N, L (figura 3). Tape el vial de congelacion (o copa) o inviértalo y conéctelo
a otro vial de congelacion destapado para que el dispositivo vitrificado permanezca dentro del nitrégeno liquido.

12. Acerque el deposito de N,L al criocongelador de N,L y transfiera la criocafia con su contenido al criocongelador para
su conservacion a largo plazo.

B. Protocolo de vitrificacion DE EMBRIONES (de PN a blastocisto):
1. Dispense de manera aséptica una gota de 50 pl de ES en una tapa invertida de una placa de Petri (figura 4).

2. Retire de laincubadora la placa de cultivo con el embrién u embriones y verifique la calidad de la(s) muestra(s) bajo el microscopio.
Seleccione, si es posible, solo el embrién u embriones dptimos para la vitrificacion.

3. Transfiera con cuidado la muestra (hasta dos a la vez) con un volumen minimo de medio desde la placa de cultivo hasta la gota
de ES y ponga en marcha el temporizador.
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Los embriones deben equilibrarse lentamente por caida libre en la gota de ES durante 6-10 minutos.
NOTA 1: La muestra se encogera y luego recuperara poco a poco su tamafio original; esto indica que se ha alcanzado el equilibrio.
PRECAUCION: Minimice la exposicion a la luz de la(s) muestra(s) durante el equilibrio en las gotas de ES y VS.

4. Durante el periodo de equilibrio en ES, dispense de forma aséptica una gota de 50 pl de la solucion VS como se muestra en la
figura 4 y prepare el dispositivo de vitrificacion preferido para la carga.

5. Enjuaguey llene de inmediato la punta de la pipeta de transferencia con VS antes de que se alcance el equilibrio en ES; extraiga
la(s) muestra(s) con un volumen minimo de ES en la punta de la pipeta y transfiérala(s) a la gota de VS durante al menos
30 segundos. Descargue los embriones al fondo de VS. Durante la descarga, los embriones flotaran hacia la parte superior de
VS. Para asegurar un enjuague completo con VS, con una pipeta desplace de nuevo y con suavidad los embriones hasta la
parte inferior central de VS.

NOTA 2: Durante este proceso, los embriones se deshidrataran y volveran a flotar.

6. Cargue y selle el dispositivo de vitrificacion siguiendo las instrucciones del fabricante.

7. Coloque el dispositivo de vitrificacion preferido en el vial de congelacidn o copa (en la criocafia) sumergidos en el depdsito
de N,L (figura 3). Tape el vial de congelacion (o copa) o inviértalo y conéctelo a otro vial de congelacion destapado para que
el dispositivo vitrificado permanezca dentro del nitrégeno liquido.

8. Acerque el deposito de N,L al criocongelador de N,L y transfiera la criocafia con su contenido al criocongelador para
su conservacion a largo plazo.

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 entre 2 y 8 °C. Si se conservan segun las instrucciones, las soluciones Vit Kit - Freeze NX
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 catorce (14) dias.

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, segiin corresponda.

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

Para evitar problemas de contaminacion, manipular con técnicas asépticas.

En la actualidad, la bibliografia empirica revela que se siguen desconociendo los efectos a largo plazo de la vitrificacién 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 seleccién de donantes, la evaluacion de donaciones individuales y de reservas
de plasma para la identificacion de marcadores especificos de infeccion y la inclusidn de procedimientos de elaboracién eficaces para
la inactivacion o eliminacion de virus. A pesar de lo anterior, al administrar productos médicos elahorados 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 0 emergentes y a otros patdgenos. No se ha informado de ninguna transmision comprobada de virus
con albumina 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 conservar el nexo entre
la paciente y el lote del producto.

EE.UU.: este producto contiene albumina sérica humana (HSA). El material de origen humano utilizado en la preparacion de este producto
ha sido testado con kits aprobados por la FDA de EE. UU. y se ha determinado que dicho material no es reactivo a los anticuerpos de
la hepatitis C (VHC) ni a los anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Sin embargo, ningiin 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 andlisis de deteccion de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

CONTRAINDICACION

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

UTILISATION PREVUE

Vit Kit-Freeze NX est destiné a étre utilisé pour la vitrification et la conservation des ovocytes humains (Ml), des zygotes pronu-
cléaires (PN) jusqu’au troisiéme jour du stade de segmentation des embryons et du stade des blastocystes, lors des techniques
de procréation médicalement assistée.

DESCRIPTION DU DISPOSITIF
Equilibration NX-ES est une solution a double tampon (HEPES et MOPS) de Continuous Single Culture Medium (CSCM) contenant
du sulfate de gentamicine, 7,5 % (v/v) de DMSO et d'éthyléne glycol, et 20 % (v/v) de supplément de sérum dextrane (DSS).

Vitrification NX-VS est une solution & double tampon (HEPES et MOPS) de CSCM contenant du sulfate de gentamicine, 15 % (v/v)
de DMSO et d'éthylene glycol, 20 % (v/v) de DSS et 0,5 M de tréhalose.

Washing NX-WS est une solution a double tampon (HEPES et MOPS) de CSCM contenant du sulfate de gentamicine et 20 % de DSS.
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. DSS est utilisé a 20 % (v/v) dans le Vit Kit-Freeze NX avec une concentration finale de 10 mg/ml de HSA et 4 mg/ml

de dextrane.

Ces solutions doivent étre utilisées successivement selon le protocole de vitrification par micro-gouttelettes par étapes.

COMPOSITION
Sels et ions Acides aminés L-phénylalanine Substrats énergétiques
Phosphate de potassium L-arginine L-sérine Dextrose
Chlorure de sodium Glycine L-thréonine Pyruvate de sodium
Chlorure de potassium L-histidine L-tryptophane Lactate de sodium
Sulfate de magnésium L-lysine ||:'Va|'tf!e
i -proli -cystine
Chlorure de calcium ll:-{)yrr%“sr;ﬁe Y ergtéi_"e o
L-alanine Antioxydants umine serique humaine,
Tampon ' Acide l-aspartique Citrate de sodium HSA
Bicarbonate de sodium L-asparagine EDTA
HEPES Acide |-glutamique Cryoprotecteurs
MOPS L-isoleucine
L-leucine Antibiotique ?qxr:r?ne
R - i ini Tréhalose
L_algny_l I-glutamine Sulfate de gentamicine Ethylene Glycol
L-méthionine o
Diméthylsulfoxyde
ASSURANCE QUALITE

Les solutions contenues dans le Vit Kit-Freeze NX sont stérilisées par filtration et manipulées de fagon aseptique selon des procédés
de fabrication qui ont été validés.

Chagque lot de Vit Kit-Freeze NX subit les tests suivants :

+ Contenu en endotoxines par la méthode LAL (< 0,6 EU/ml) par dosage des endotoxines bactériennes selon la pharmacopée
américaine (USP) <85> et Ph. Eur. 2.6.14

« Test sur embryon de souris (une seule cellule) (= 80 % du taux de blastocystes développés)

«  Stérilité par les tests de stérilité courants de la pharmacopée américaine (USP) <71>, Ph. Eur. 3.2 (réussite)

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

MATERIAUX REQUIS MAIS NON INCLUS

+ Dispositif de vitrification choisi

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

+ Cryotubes (4,5 ml) ou gobelets et supports Cryocane

+ Hyaluronidase (n° réf. 90101) pour la vitrification des ovocytes

« Gants jetables

+ Pipettes de transfert (pipettes en verre tiré ou cones de micropipette d'un diamétre intérieur de ~200 um)
* Pincettes ou pinces

« Chronometre ou minuterie

+ Réservoir d'azote liquide (Dewar ou polystyréne avec couvercle, 1a 2 1)

+ Azote liquide (volume suffisant pour obtenir une profondeur de 4 po dans le réservoir)

MODE D’EMPLOI

Composants du Vit Kit-Freeze NX (par application) :

+ Equilibration NX-ES (ES) :
60 i pour le protocole de vitrification des ovocytes
ou
50 pl pour le protocole de vitrification des embryons
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Vitrification NX-VS (VS) :

50 pl pour les deux protocoles de vitrification
Washing NX-WS (WS) :

20 pl pour le protocole de vitrification des ovocytes

PROTOCOLE DE VITRIFICATION :

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

1.

Mettre la quantité de solutions ES, VS et WS & utiliser a température ambiante (entre 20 et 27 °C).

REMARQUE : éviter de mettre les flacons entiers de solutions ES, VS et WS a température ambiante a plusieurs reprises lorsqu’une
portion de la solution est nécessaire pour chaque manipulation. Il est préférable de prélever la quantité a utiliser et de conserver les
flacons entre 2 et 8 °C aprés I'aliquotage. La solution Washing NX (WS) est utilisée pour la vitrification des ovocytes.

. Remplirle réservoir d'azote liquide (LN,) d'une quantité suffisante pour obtenir une profondeur de 4 po ou pourimmerger completement

le cryotube sur la canne, et le placer a proximité du microscope. Raccorder un cryotube ou un gobelet (non fermé) au logement
inférieur d’'un support Cryocane et l'immerger dans I'azote liquide en préparation a la conservation des échantillons vitrifiés.

. Déterminer le nombre d’échantillons a vitrifier.
. Etiqueter chaque boite de Pétri (ou couvercle) stérile, ainsi que le dispositif de conservation cryogénique en indiquant les informations

nécessaires.

. Examiner soigneusement le dispositif de vitrification avant de commencer l'intervention.
. Retourner délicatement chaque flacon de solutions ES et VS pour mélanger le contenu avant I'utilisation.
. Préparer la boite en ajoutant des gouttelettes de solutions pour la vitrification, comme suit :

A. Protocole de vitrification des OVOCYTES (MII) :
REMARQUE 1 : les ovocytes récupérés sont dénudés avec de I'hyaluronidase pour confirmer qu'ils sont des MIl.
REMARQUE 2 : se reporter a la section B pour vérifier le protocole de vitrification des embryons.

1. Distribuer de fagon aseptique une goutte de 20 pl de WS, ES1 et ES2 a proximité immédiate I'un de I'autre et de ES3 sur
le couvercle retourné d'une boite de Pétri stérile, comme illustré & la figure 1, puis placer la boite sur la platine du microscope :
+ une goutte de 20 pl de WS
+ trois gouttes de 20 pl (60 pl au total) de ES (ES1, ES2, ES3)

2. Retirer la boite de culture contenant les ovocytes Mil de l'incubateur et vérifier la qualité des échantillons sous le microscope.
Si possible, choisir seulement 'ovocyte/les ovocytes Mil de qualité optimale.

MISE EN GARDE : minimiser 'exposition de 'échantillon/des échantillons a la lumiere pendant I'équilibrage dans les gouttes WS,
ESetVS.

3. Transférer les ovocytes (jusqu'a 2 a la fois) avec le volume minimal de milieu de la boite de Pétri (dans l'incubateur) dans
la goutte de 20 pl de WS pendant une minute.

4. Ajouter la goutte de WS a la solution ES1 (voir la figure 1, fleche 1) avec I'embout de la pipette de transfert et laisser les
deux solutions se mélanger spontanément pendant 2 minutes.

5. Ajouter ensuite la goutte de ES2 (fleche 2) aux gouttes précédemment ajoutées et laisser reposer pendant 2 minutes.

6. Transférer 'ovocyte/les ovocytes avec le volume minimal de solution de la goutte ajoutée a la goutte de ES3 pendant
6 a 10 minutes.

Remarque : 'équilibrage de 'ovocyte/des ovocytes dans ES3 est terminé lorsque I'épaisseur de la zone pellucide est égale a celle
de 'espace périvitellin. L'ovocyte/les ovocytes se déposent au fond de la goutte dans les 3 minutes en général.

7. Aucours de I'équilibrage dans la solution ES3, distribuer de fagon aseptique une (1) goutte de 50 ul de VS avant la fin du processus
et préparer le dispositif de vitrification choisi pour le chargement (figure 2).

8. Les étapes suivantes (9 a 13) doivent étre terminées en 80 a 110 secondes.

MISE EN GARDE : 'exposition des échantillons a VS doit étre limitée pour éviter la cytotoxicité. Le(s) échantillon(s) ont tendance
a flotter dans VS. Ajuster le foyer du microscope pour maintenir une visualisation continue pendant 'exposition et conserver
I'embout de la pipette de transfert & proximité pour assurer un transfert rapide entre les gouttes. Se reporter a la figure 2.

9. Rincer et remplir 'embout de la pipette de transfert avec VS immédiatement avant la fin de 'équilibrage dans ES, puis prélever
le(s) échantillon(s) avec un volume minimal de ES dans I'embout de la pipette et transférer dans la goutte de VS pendant 50 a
60 secondes. Décharger les ovocytes au fond de la solution VS. Pendant ce processus, les ovocytes remonteront a la surface
de VS. Pour assurer un ringage complet avec VS, retourner délicatement les ovocytes au fond de la boite de VS, en son centre,
par pipetage.

Au cours du processus, les ovocytes seront déshydratés et remonteront a la surface.

10. Charger et fermer hermétiquement le dispositif de vitrification conformément aux instructions du fabricant.

11. Placer le(s) échantillon(s) vitrifié(s) sur le dispositif de vitrification choisi dans le cryotube ou le gobelet immergé rempli de LN,
(sur le support Cryocane), figure 3. Fermer le cryotube (ou le gobelet) ou le retourner et le fixer a un autre cryotube non ferme
pour assujettir le dispositif de vitrification dans I'azote liquide.

12. Rapprocher le réservoir de LN, du congélateur cryogénique LN, et transférer le support Cryocane ainsi que son contenu dans
le congélateur cryogénique pour une conservation a long terme.

B. Protocole de vitrification des EMBRYONS (PN a blastocystes) :
1. Distribuer de fagon aseptique une goutte de 50 pl de ES sur un couvercle inversé de boite de Pétri (figure 4).

2. Retirer la boite de culture contenant 'embryon/les embryons de l'incubateur et vérifier la qualité de I'échantillon/des échantillons
sous le microscope. Si possible, choisir seulement 'embryon/les embryons de qualité optimale pour la vitrification.
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3. Transférer délicatement les échantillons (jusqu'a deux a la fois) avec un volume minimal de milieu de la boite de culture

ala goutte de ES et démarrer la minuterie.

Les embryons doivent s'équilibrer lentement dans la goutte ES en chute libre pendant 6 & 10 minutes.

REMARQUE 1 : les échantillons rétréciront, puis reprendront leur taille initiale, indiquant que I'équilibrage est terminé.

MISE EN GARDE : minimiser I'exposition de I'échantillon/des échantillons & la lumiére pendant I'équilibrage dans les
gouttes ES et VS.

4. Au cours de I'équilibrage dans ES, distribuer de fagon aseptique une goutte de 50 ul de solution VS, comme indiqué a la figure 4
et préparer le dispositif de vitrification choisi pour le chargement.

5. Rincer et remplir 'embout de la pipette de transfert avec VS immédiatement avant la fin de I'équilibrage dans ES, puis prélever
le(s) échantillon(s) avec un volume minimal de ES dans I'embout de la pipette et transférer dans la goutte de VS pendant au
moins 30 secondes. Décharger les embryons au fond de la solution VS. Pendant ce processus, les embryons remonteront a la
surface de VS. Pour assurer un ringage complet avec VS, retourner délicatement les embryons au fond de la boite de VS,
€en son centre, par pipetage.

REMARQUE 2 : au cours du processus, les embryons seront déshydratés et remonteront a la surface.

6. Charger et fermer hermétiquement le dispositif de vitrification conformément aux instructions du fabricant.

7. Placer le dispositif de vitrification choisi dans le cryotube ou le gobelet immergé rempli de LN, (sur le support Cryocane),
figure 3. Fermer le cryotube (ou le gobelet) ou le retourner et le fixer & un autre cryotube non fermé pour assuijettir le dispositif
de vitrification dans I'azote liquide.

8. Rapprocher le réservoir de LN, du congélateur cryogénique LN, et transférer le support Cryocane ainsi que son contenu dans
le congélateur cryogénique pour une conservation a long terme.

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

CONSIGNES DE CONSERVATION ET STABILITE
Conserver les flacons non entamés réfrigérés entre 2 et 8 °C. Conservées comme indiqué ci-dessus, les solutions de Vit Kit-Freeze NX
sont stables jusqu'a la date de péremption indiquée sur les étiquettes des flacons.

Ne pas utiliser de milieux pendant plus de quatorze (14) jours une fois que les récipients sont ouverts.

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

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

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

Ne pas utiliser de flacon de solution s'il est détérioré, s'il présente des fuites, s'il contient des particules ou s'il est trouble. Jeter le produit
conformément aux réglementations en vigueur.

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

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

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

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

USA : ce produit contient de I'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 du virus de I'hépatite C (VHC)
ni avec ceux dirigés contre le virus de l'immunodéficience humaine (VIH). Cependant, il n’y a pas de méthode d'analyse qui permette de
garantir de facon 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 '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 le patient ne présente
aucune sensibilité a cet antibiotique.
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PORTUGUES

ADVERTENCIA (UE): apenas para uso profissional.

UTILIZAGAO PREVISTA

O Vit Kit - Freeze NX foi concebido para utilizagdo em técnicas de reprodugdo assistida para vitrificagéo e conservagéo de odcitos (MII),
zigotos pronucleares (PN) até ao 3.° dia do estadio de clivagem embrionaria e embrides no estadio de blastocistos humanos.
DESCRIGAO DO DISPOSITIVO

AEquilibration NX-ES é uma solugdo com dois sistemas tamp&o (HEPES e MOPS) de meio Continuous Single Culture (CSCM) com
sulfato de gentamicina, DMSO e etilenoglicol a 7,5% (v/v) cada e suplemento de soro dextrano (DSS) a 20% (v/v).

A Vitrification NX-VS é uma solug&o com dois sistemas tampéo (HEPES e MOPS) de CSCM com sulfato de gentamicina, DMSO
e etileno glicol a 15% (v/v) cada, DSS a 20% (v/v) e Trealose 0,5 M.

AWashing NX-WS ¢é uma solugao com dois sistemas tamp&o (HEPES e MOPS) de CSCM com sulfato de gentamicina € DSS a 20%.

O DSS é um suplemento proteico composto por 50 mg/ml de albumina sérica humana (HSA) de categoria terapéutica e 20 mg/ml de
dextrano. O DSS utiliza-se a 20% (v/v) no Vit Kit — Freeze NX para uma concentrag&o final de 10 mg/ml de HSA e 4 mg/ml de dextrano.

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

COMPOSIGAO
Sais e ides Aminoécidos L-fenilalanina Substratos energéticos
Fosfato de potassio L-arginina L-serina Dextrose
Cloreto de sédio Glicina L-treonina Piruvato de sddio
Cloreto de potassio L-histidina L-triptofano Lactato de sodio
Sulfato de magnésio L-lisina L-valina
Cloreto de célcio L-prolina L-cistina Protei
L-tirosina croteina
Tampa L-alanina Antioxidantes Albumina sérica humana,
ampdo - Acido L-aspartico Citrato de sodio HSA
Bicarbonato de s6dio L-asparagina
_-asparagina EDTA
HEPES Acido L-glutamico Crioprotetores
MOPS L-isoleucina rfioprotetores
L-leucina Antibiéticos Dextrano
L-alanil-L-glutamina Sulfato de gentamicina Trealose.
L-metionina Etilenoglicol |
Dimetilsulfoxido
GARANTIA DE QUALIDADE

As solugdes contidas no Vit Kit - Freeze NX sdo filtradas por membrana e asseticamente processadas de acordo com procedimentos
de fabrico validados.

Cada lote de Vit Kit - Freeze NX é submetido aos seguintes testes:

+ Endotoxinas pelo ensaio de lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) (< 0,6 UE/ml) por endotoxinas bacterianas de acordo com
a USP <85> e Ph. Eur. 2.6.14

+ Ensaio em embrido de ratinho (uma célula) (= 80% blastocistos expandidos)

« Esterilidade pelo teste de esterilidade atual da USP <71>, Ph. Eur. 3.2 (aprovado)

Todos os resultados estao descritos no certificado de analise especifico de cada lote, disponivel a pedido.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

+ Dispositivo de vitrificagdo escolhido

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

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

+ Hialuronidase (ref.2 90101) para vitrificagdo de odcitos

+ Luvas descartaveis

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

« Cronémetro ou temporizador

+ Reservatério de azoto liquido (Dewar ou recipiente de isopor com tampa, 1-2 | de volume)

+ Azoto liquido (volume suficiente para ficar com cerca de 4 polegadas de profundidade no reservatério)

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
Requisitos de componentes do Vit Kit - Freeze NX (por aplicagéo):
+ Equilibration NX-ES (ES):

60 pl para o protocolo de vitrificacéo de odcitos

Ou

50 l para o protocolo de vitrificagdo de embrides
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Vitrification NX-VS (VS):

50 pl para qualquer um dos protocolos de vitrificagao
Washing NX-WS (WS):

20 pl para o protocolo de vitrificagéo de odcitos

PROTOCOLO DE VITRIFICAGAO:

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

1.

N o oA w

Deixar a quantidade das solugdes ES, VS e WS a utilizar atingir a temperatura ambiente (20 °C-27 °C).

NOTA: Evitar levar tubos inteiros de ES, VS e WS a temperatura ambiente, repetidamente, quando for necessaria apenas uma parte
da solugéo de cada vez. E melhor dividir em aliquotas na quantidade a utilizar e repor os tubos a 2 °C-8 °C imediatamente apos
a divisdo em aliquotas. A solugdo Washing NX (WS) utiliza-se para vitrificagdo de odcitos.

. Deitar azoto liquido no respetivo reservatério (LN,) — suficiente para uma profundidade de cerca de 4 polegadas ou para mergulhar

totalmente o criotubo na vareta - e colocar junto do microscépio. Fixar um criotubo ou uma taga (destapada) a bragadeira inferior
de uma vareta de criopreservagéo e mergulhar no azoto liquido para preparar a conservagéo dos espécimes vitrificados.

. Determinar o nimero de espécimes a vitrificar.

. Identifique cada placa de Petri (ou tampa) estéril e o dispositivo de criopreservagéo com as informagdes necessarias.
. Examinar minuciosamente o dispositivo de vitrificagao antes de iniciar o procedimento.

. Inverter cuidadosamente cada tubo de ES e VS para misturar o conteido antes de utilizar.

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

A. Protocolo de vitrificagio de 0OCITOS (Ml):
NOTA 1: Os odcitos colhidos s&o desnudados com hialuronidase para confirmar que estdo maduros (MIl).
NOTA 2: Consultar a Secgdo B sobre o protocolo de vitrificagdo de embrides.

1. Dispensar asseticamente uma gota de 20 pl de WS, ES1 e ES2 (muito proximas) e ES3 na tampa invertida de uma placa
de Petri estéril, como ilustrado na Figura 1, e colocar a placa na platina do microscépio:
* umagota de 20 pl de WS
+ trés gotas de 20 pl (60 i no total) de ES (ES1, ES2, ES3)

2. Retirar da incubadora a placa de cultura que contém os odcitos Ml e verificar a qualidade dos espécimes ao microscopio.
Quando possivel, selecionar apenas odcitos na metafase MIl de melhor qualidade.
CUIDADO: Reduzir ao minimo a exposicdo do(s) espécime(s) a luz durante o equilibrio nas gotas de WS, ES e VS.

3. Transferir os oécitos (até 2 de cada vez) com o minimo de volume de meio da placa de cultura (na incubadora) para a gota
de 20 pl de WS, durante um minuto.

4. Incorporar a gota de WS na de ES1 (Ver a Figura 1, seta 1) com a ponta da pipeta de transferéncia e deixar ocorrer a mistura
espontanea das duas solugdes durante 2 minutos.

5. Em seguida, incorporar a gota de ES2 (seta 2) nas gotas anteriormente fundidas e deixar durante 2 minutos.
6. Transferir o(s) odcito(s) com o minimo de volume de solugdo da gota fundida para a gota de ES3 durante 6-10 minutos.

Nota: o equilibrio do(s) odcito(s) na solugdo ES3 é atingido quando a espessura da zona pellcida e do espago perivitelino for
igual. O(s) o6cito(s) assenta(m) no fundo da gota, tipicamente, dentro de 3 minutos.

7. Durante o tempo de equilibrio na ES3, dispensar asseticamente uma (1) gota de 50 pl de VS, antes de atingido o equilibrio,
e preparar o dispositivo de vitrificagdo escolhido para o carregamento (Figura 2).

8. Os seguintes passos (9-13) devem ser realizados em 80-110 segundos.

CUIDADO: A exposigao dos espécimes a solugdo VS deve ser limitada para evitar a citotoxicidade. O(s) espécime(s) tende(m)
a flutuar na solugéo VS, pelo que se deve corrigir a focagem através do microscdpio, para manter a visualizagdo continua
durante a exposicdo, e manter a ponta da pipeta de transferéncia na proximidade para garantir uma rapida transferéncia entre
gotas. Ver a Figura 2.

9. Enxaguar e encher a ponta da pipeta de transferéncia com VS, imediatamente antes de atingido o equilibrio na ES, aspirar o(s)
espécime(s) com o minimo de volume de ES para a ponta da pipeta e transferir para a gota de VS durante 50-60 segundos.
Deslocar os odcitos para o fundo da VS. Durante a deslocagéo, os oécitos flutuam para o cimo da VS. Para garantir uma lavagem
completa com VS, deslocar suavemente os oécitos de novo para o centro do fundo da VS, por pipetagem.

Durante este processo, os odcitos ficam desidratados e voltam a flutuar.

10. Carregar e selar o dispositivo de vitrificagdo, de acordo com as instrugdes do fabricante.

11. Colocar o(s) espécime(s) vitrificado(s) no dispositivo de vitrificagdo escolhido dentro do criotubo ou taga (na vareta de
criopreservagéo) cheios e mergulhados em LN, (Figura 3). Tapar o criotubo (ou taga) ou fixa-lo(a) em posicéo invertida com
outro criotubo destapado para fixar o dispositivo vitrificado no azoto liquido.

12. Deslocar o reservatorio de LN, para junto do congelador de criopreservagéo de LN, e transferir a vareta de criopreservagéo
com o respetivo contetido para o congelador de criopreservacéo para conservagao a longo prazo.

B. Protocolo de vitrificagdo de EMBRIOES (PN a blastocisto):
1. Dispensar asseticamente uma gota de 50 pl de ES na tampa invertida de uma placa de Petri (Figura 4).

2. Retirar daincubadora a placa de cultura que contém o(s) embrido(des) e verificar a qualidade do(s) espécime(s) ao microscopio.
Quando possivel, selecionar apenas o(s) embrido(des) de melhor qualidade para vitrificagéo.
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3. Transferir cuidadosamente os espécimes (até dois de cada vez) com o minimo de volume de meio da placa de cultura para

a gota de ES e iniciar o temporizador.

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

NOTA 1: O espécime encolhe e, depois, retoma gradualmente o tamanho original, 0 que indica que atingiu o equilibrio.
CUIDADO: Reduzir ao minimo a exposi¢éo do(s) espécime(s) a luz durante o equilibrio nas gotas de ES e VS.

4. Durante o tempo de equilibrio na solugéo ES, dispensar asseticamente uma gota de 50 pl de solugéo VS, como ilustrado
na Figura 4, e preparar o dispositivo de vitrificagdo escolhido para o carregamento.

5. Enxaguar e encher a ponta da pipeta de transferéncia com VS, imediatamente antes de atingido o equilibrio na ES, aspirar
o(s) espécime(s) com o minimo de volume de ES para a ponta da pipeta e transferir para a gota de VS durante, pelo menos,
30 segundos. Deslocar os embrides para o fundo da V/S. Durante a deslocagéo, os embrides flutuam para o cimo da VS. Para garantir
uma lavagem completa com VS, deslocar suavemente os embrides de novo para o centro do fundo da VS por pipetagem.
NOTA 2: Durante este processo, os embrides ficam desidratados e voltam a flutuar.

6. Carregar e selar o dispositivo de vitrificagdo, de acordo com as instrugdes do fabricante.

7. Colocar o dispositivo de vitrificagéo vitrificado escolhido dentro do criotubo ou taga (na vareta de criopreservagdo) cheios
e mergulhados em LN, (Figura 3). Tapar o criotubo (ou taga) ou fixa-lo(a) em posigéo invertida com outro criotubo destapado
para fixar o dispositivo vitrificado no azoto liquido.

8. Deslocar o reservatorio de LN, para junto do congelador de criopreservagéo de LN, e transferir a vareta de criopreservagéo
com o respetivo contetido para o congelador de criopreservacéo para conservacao a longo prazo.

Para obter mais informagdes sobre a utilizagao destes produtos, cada laboratério 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
Vit Kit — Freeze NX séo estaveis até & data de validade indicada nos rétulos dos tubos.

Néo utilizar os meios além de catorze (14) dias ap6s a abertura dos recipientes.

Como o produto contém material de origem humana, poderdo desenvolver-se particulas durante a conservagdo. Ndo 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 reprodugdo assistida. Estas técnicas incluem
a aplicacdo prevista para a qual este dispositivo foi concebido.

Ainstituicdo do utilizador deste dispositivo é responsavel pela manutenc&o da rastreabilidade do produto e tem de cumprir a legislagéo
nacional sobre rastreabilidade, sempre que aplicavel.

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

Para evitar problemas de contaminagao, manipular o produto em condices de assepsia.
Aliteratura de investigagao atual indica que ndo se conhecem os efeitos da vitrificagédo em odcitos e embrides a longo prazo.
Néo utilizar nenhum frasco cuja embalagem estéril tenha sido comprometida.

UE: As medidas padréo para prevenir infe¢des resultantes da utilizagdo de produtos medicamentosos preparados a partir de sangue
ou plasma humano incluem a sele¢éo de dadores, o rastreio de cada um dos produtos doados e de bancos de plasma para detegéo
de marcadores de infecdo especificos, bem como a inclusdo de etapas de fabrico eficazes para a inativagdo/eliminagéo de virus.
N&o obstante estes cuidados, ndo é possivel excluir totalmente a possibilidade de transmiss@o de agentes infecciosos quando se
administram produtos medicinais preparados a partir de sangue ou plasma humano. Isto também se aplica a virus desconhecidos ou
emergentes, bem como a outros agentes patogénicos. N&o ha relatos que documentem a transmisséo de virus com albumina fabricada
de acordo com as especificacdes 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 um doente, se registe 0 nome e o nimero
de lote do produto, de modo a manter uma ligacdo 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 infecées,
adotando precaugdes universais. Os dadores do material de origem também foram submetidos a testes para despiste da Doenca
de Creutzfeldt-Jakob (DCJ).

CONTRAINDICAGOES

O produto contém sulfato de gentamicina. Devem ser tomadas as precaugdes adequadas para assegurar que o doente n&o é sensivel
ao antibiético.
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EAAHNIKA
LYZTAZH NPOZOXHZ A THN E.E.: MNa emayyeAuarikr xprion pévo.

NMPOOPIZOMENH XPHZH

To Vit Kit - Freeze NX mpoopicetal yia xprion o€ diadikaaieg uroBonBolpevng avarmapaywyig yia Tnv uaotroinan kai tn ¢UAagn
avBpwivwy wokuttépwv (MIl), Tpotrupnvikwy (PN) uywtiv éwg eufpiwy ot aTddI0 oXaong NUEpag 3 Kai euppiwy o€ oTadI0
BAaaToKUTTAPWY.

NEPIFPA®H THZ ZYIKEYHZ
To Equilibration NX-ES civar éva 81mmA6 pubpioTiké didhupa (HEPES kar MOPS) péoo Continuous Single Culture (CSCM) 1o otoio
TepIEXe Belikr) yevrapukivn, DMSO kai aiBulevoyAukoAn 7,5% (K.6.) amté To kaBéva kai auptmAfpwua opol degrpdvng (DSS) 20% (k.6.).

To Vitrification NX-VS eivai éva dimA6 pubioTiké diahupa (HEPES kai MOPS) CSCM To otroio Tepiéxel Belkr yevrapukivn, DMSO
kai a1BulevoyAukoAn 15% (k.6.) amé 1o kabéva, DSS 20% (k.6.) kar 0,5 M Tpeahdln.

To Washing NX-WS eivai éva 31mmA6 pubpioTiké Sidhupa (HEPES kai MOPS) CSCM To otroio mrepiéxer Belikr yeviapukivn kai DSS 20%.
To DSS eivai éva oupmAipwpa Tpwreivng To otroio Tepiéxel 50 mg/mL avBpwmivng aABoupivng opol (HSA) Beparreutikod

TUTou Kai 20 mg/mL degrpavng. To DSS xpnoipotoieital e auykévipwan 20% (k.6.) ato Vit Kit — Freeze NX yia emriteuén TeAikng
ouykévipwaong 10 mg/mL HSA kai 4 mg/mL de§rpavng.

Autd Ta diahdpara poopidovtal yia xprian S1adoxIKd, CUPQVa pE T TTPWTOKOAO uaAoTroinang o€ oTadIa e PIkpOaTaydva.

LYNOEZH
Alara kai 16vTa Apivoééa L-@aivurahavivn Evepyelakd urokardoTara
Pwogopikd kAo L-Apyivivn L-Zepivn Ae€rpoln
XAwpIoUxo vaTpIo TAUKivh L-Opeovivn MupoGTAQUAIKG VATPIO
XAwpioUxo kaAio L-loTidivn L-Tputrrogavn T'ahakTikd varpio
OEIIKS HayvAcio L-Augivn t-EG)\I\{ﬂ
XAwpioUxo aoBéaTio L-MpoAivn -RuaTivn "
L-Tupoaivn Opwreivn ) )
A L-Ahavivn Avriogeidwrikd AvBpawmivn aABoupivn opod,
PuBpioTiké SidAupa L-AGTIpTIKG 080 KIToIK® VaTpIo HSA
AirtavBpakiké vaTpio L-AoTapayivn EDTA
,\HA%F;ESS t@gﬁgﬁi’i'\f;}) 080 KpuotrpooTtateutiké uAiké
L-Aeukivn AvriBioTikd $E§Tp)\q\/(n
- - i ; ; peaAdln
t_;\:ﬂ)\e%\%\\zvl.nv)\oumwvn OelIKN yevTapukivn AIBUAEVOYAUKOA
AiyeBurogouroteidio
AIAZQAAIZH NOIOTHTAZ

Ta diaAdpara ou TepihapBavovtar ato Vit Kit - Freeze NX dinBouvran pe peBpdvn kai uroBaMovral o€ emegepyaaia pe GonTrm Texvikn,
JE TNV EQAPUOYT ETTIKUPWHEVWY BIABIKATIWV TIAPAYWYAS.

KaBe mmaprida tou Vit Kit - Freeze NX utroBaAAetal aTig akéAouBeg dokipaaieg:

+  Evdorogjvn e ™ peBodoloyia rpoidvTwy Auang apoiBadoeidwy Kuttédpwy Limulus (LAL) (0,6 EU/mL) péow Bakmpiakdv evdoTogiviv
Kkaré USP <85> kai Ph. Eur. 2.6.14

*  [poadiopiops epPpPUOU TTOVTIKWY (VOGS KUTTApOU) (o€ d16ykwan TG BAaaTokuoTng = 80%)

o XZTelpdTnTa péow Tng TpéXouaag dokipaaiag ateipdtrag katd USP <71>, Ph. Eur. 3.2 (EmiTuxig)

‘O\a 1a amoteAéapara avagépovral ag MiaTomoinTiké AvaAuang €181kd avd apTida, To oToio diatiBeTal KATOTIV AITUATOG.

AMAITOYMENA YAIKA NMOY AEN NMEPINAMBANONTAI
+ ZUoKeun uaAomoinang g emAoyng
+ X1eipa TpupAia petri (50 X 9 mm, Falcon 351006 r 1c0dUvapa)
+ KpuoowAnvapia (4,5 mL) i kpuoowAfveg kai kpuopapdol
* Yahoupovidaaon (Ap. karaAdyou 90101) yia Tnv uaAoTroinan Twv WoKUTTApWY
* AvaAwaipa yavria
+ Miméreg petagpopdg (mméreg amd yuaAi Siapop@wpévo e EAGN 1 Akpa LIKPOTTITIETWY E EWTEPIKN SIAUETPO Akpou ~200 pm)
* Naida
+ XpOVOUETPO 1) XPOVOBIAKOTITNG
+ AeGapeviy uypoU alwrou (doxeio NTiolap 1y doxeio amd agpo styrofoam pe kamaki, dykou 1-2 L)
* Yypd adwro [emapkng 6ykog yia Tv emiteugn Baboug 4 viowv oTn degapevn]
OAHTIEZ XPHZHZ
Amaimoeig egaptnuatwy Vit Kit - Freeze NX (avéhoya pe Tnv egapuoyn):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 L yia 10 TTPWTOKOAMO UAAOTIOINGNG WOKUTTAPWY
H

50 pL yia To mpwrékoMo uaotmoinang euppiwv
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Vitrification NX-VS (VS):

50 L yia otroiodnmote TPwTdkoAo uahoTroinang
Washing NX-WS (WS):

20 pL yia 1o mpwTéKoAO UaAOTIOINGNG WOKUTTAPWY

MPQTOKOAAO YAAOMOIHZHE:

IHMEIQZH: O1 diadikaaieg mpémel va die¢dyovral ae Beppokpaaia dwpariou (20-27 °C). MH xpnaipoTolEiTe uIkpOoKATTIO He Bepuaivopevn
Tpémeda yia Tig akéAouBeg diadikaaieg. ZYZTAZH NMPOXOXHE: Mepiopiate oTo €AdXIOTO TNV £kBEON TOU BEiyHATOG GTO PWG KATA TN
diGpkeia Mg e§lcoppdTmang ota diaAupata ES kar VS.

1.

N o oA w

Dépete TV TTood™TA TwV diaAupaTwy ES, VS kar WS trou Tipdkeital va xpnaipotoinbei o€ Beppokpaaia dwpariou (20-27 °C).
THMEIQZH: ArogeUyete va épvete oAdKAnpa Ta praAidia Twv diaAupdtwy ES, VS kai WS ot Beppokpaaia dwuariou kabe popdi Trou
Xpeladetal kamolo pépog Tou diaAuparog. Eival kaAlTepo va yiveral kAaopaToToinan TG ToadTnTag Tou TIPOKEITAI va XpnaoipoTToinbei
kai va emavépyovral Ta @iaAidia ot Beppokpacia 2-8 °C apéowg petd myv kAaoparomoinan. To Washing NX (WS) xpnaiuoroigital
i TV UaAOTIOINGT TWVY WOKUTTAPWV.

. MAnpware m degapevry uypou agwrou pe uypo alwro (LN,), emapkeg waote va emmeuxBei BaBog 4 viowv f yia T AN eUPUBION

TOU KPUOOWANVapiou Trou uTdpyel emavw o papdo, Kal ToTToBETATTE KovTd aTo HiIkpoakdTio. MpoaaptiaTe éva KpuoowAnvapio
N pia kpuopdBdo (xwpi To Twa) oTov KATW OPIyKTAPa Hiag kpuopdBdou kai epBubiaTe oTo Uypd Glwro, yia TV TIPoETOINATIa
Twv vahoTroIpévwy SElyHaTWY yia @UAag.

. MpoadiopioTe Tov apiBud Twv delypaTwy o TPOKEITal va uaAotroinBolv.

. Emonuavere kaBe amoaTeipwpévo TpuBAio petri (A kaTréiki) Kal Tn Guakeun @UAAENG KPUOCUVTAPNONG HE TIG ATTAPQiTNTEG TTANPOPOPIES.
. E¢eraoTe mpoaekTikG TN ouokeur] uahotroinang, TpIv aTmd my évapén g diadikaaiag.

. AvaoTpéyre pe ATTIEG KIVATEIG KABE @iaAidio ES kai VS yia va avapixBolv ta mepiexdpeva, piv amd tn xpRon.

. TpogtoipaaTe 1o TpuAio e ataydveg SiaAupaTwy yia T diadikaaia ualomroinang, wg e&AG:

A. NpwrékoAro vahomroinang OQKYTTAPQN (MIl):
YHMEIQZH 1: Ta avaktnuéva wokUTTapa aTmoyupvavovTal ie uahoupovidaaon, wate va emBefaiwdei ot eivar MII.
THMEIQXH 2: Avarpétre amv EvétnTa B yia 1o mpwrokoAo ualotoinang euppuwv.

1. Niaveipere pe donrn Texviki otayéveg 20 pl amé Ta diahvpara WS, ES1 kai ES2 ot aTeviy eyyUTnTta kar ammd 1o didhupa ES3
o€ £va aveaTpappévo kamdki oTeipou TpuBAiou petri, Tiwg gaiverar anv Eikéva 1 kai TommoBemaTe 1o TpuBAio oty Tpdmela
TOU UIKPOOKOTTiOU:

*  pia oTayéva 20 yL WS
+ 1peig ataydveg 20 pL (60 pL ouvohikd) ES (ES1, ES2, ES3)

2. AmopakpUvete 1o TpuBAio kaAAiépyeiag TTou Trepiéxel Ta wokUTTapa Ml amé Tov emwacTtipa kai eEAEyEre Ty TToI6TTa TwV
Selyudmwy aTo pikpoakdio. Omou eivar duvatdv, emAEyETe Povo To 1 Ta wokuTTapa atadiou MIl g kaAUTepng TTOIATNTAG.
YYZTAZH NMPOZOXHE: Mepiopilete aT0 EAGXIOTO TNV £KBECT TOU ) TwV DEIYMATWY OTO PwG KATA T DIGPKEID TG £§l00pPOTINGNG
otig atayoveg WS, ES kai VS.

3. Metagépete Ta wokUTTApPA (Ewg 2 KABE Popd) e eAdyIoTO ByKo péaou amd To TpuBAio kaAAIEpYEIaG (TTOV EMWACTAPA) aTN
aTtayéva 20 puL WS emi éva Aetrto.

4. Avapeigre n otayéva WS pe  atayéva ES1 (BA. Eikéva 1, BEAog 1) pe TO GKPO TNG TTITIETAG PETAPOPAS KAl ETITPEWTE VAl YiVEl
auBdpunm avayeign Twv 800 dlaAupdTwy, €TTi 2 AeTITA.

5. X ouvéxela, avapeigre T atayéva ES2 (BEAog 2) Ue To peiyua Twv TTponyoUuevwyY aTaydvwy Kar a@iaTe eTi 2 AeTrTd.

6. Metagépete T0 1) Ta WOKUTTApA We AGXI0TO OyKO diaUpaTOg OTT6 TV avapelypévn atayéva o otayéva ES3 emi 6-10 Aemrra.
Znueiwon: H egiooppdtmaon Tou A Twv wokuTTapwy aTo ES3 oAokAnpwverar 6tav To Tax0g TG diagpavoug Jwvng kai Tou
TepIAEKIBIKOU Xwpou ival igo. To fi Ta wokUTTapa Ba kaBifavouv aTov TUBpEva TG aTayovag GUVABWG EVIOG 3 AETITwV.

7. Kard m didpkeia Tou xpdvou egiooppotmang oe ES3, diaveipete pe dantrm texvikn pia (1) atayéva 50 L VS mpiv amé mv
ohokAipwan TG e€l00ppOTIANG Kal TTPOETOINACTE TN GUTKeUN uahotroinang emiAoyng yia Tomodéton (Eikéva 2).

8. Ta akohouba BAuara (9-13) Ba mpémer va ohokAnpwBolv evidg 80-110 SeutepoAéTTwv.

YYZTAZH NPOXOXHEL: H éxkBean Twv delyudtwy ato didhupa VS Ba pémel va TeplopieTal, TTPOKEIUEVOU VO aTToTPETIETal
n kuttapotogikétTa. To A Ta deiypara Teivouv va emmAéouv aTo VS, oméTe puBpicTE TV £0TIOON TOU MIKPOOKOTTIOU, LOTE VOl
diarnpeite guvexwg eikdva kard T didpkeia TG EkBeang kai S1aTNPAGTE TO AKPO TNG TIITIETAG PETAPOPAG KOVTA, TTPOKEILEVOU
va e§aopailetal n Tayeia peragopd petagy atayovwy. Avarpétre otnv Eikéva 2.

9. EkmAUvete kal TANPWOTE TO AkpPO TG TITTETAG PETAQOPAS Le VS apéawg Tpiv amd v ohokAfpwan Tng §igoppdtmang o1o
ES ka1 avappogriaTe 1o A Ta deiypata pe eAayiato dyko ES aTo Gkpo TG mITETag Kal PETagépeTe uéaa ot atayéva Tou VS
emi 50-60 deutepoAeTTTa. MeTagépete T wokUTTaPa aTov TTUBPEVa Tou VS. Kard T Sidipkeia TG PETapopag, Ta wokiTTapa Ba
emmAedgouv ato emavw pépog Tou VS. MNa va diacpahioTei n mARpNG ékTAuan pe VS, ETaPEPETE TTPOTEKTIKA Ta WOKUTTAPA
oW 07O KATW Kl KEVTPIKG PéPOG Tou VS, Ye TITIETAPITUA.

Kardé m diépkeia autig Tng diadikaaiag, Ta wokutrapa Ba agudatwBolv Kai Ba emiTAedoouv kal TEAI THow.

10. EkteAéaTe TOTTOBETON KOI OPPAYiOTE TN CUOKEU uaAoTToiNaNG, TUPPWVA LE TIG 0dNYiEG TOU KATAOKEUOOTH.

11. TomobBethoTe TO f} Ta UGAOTIOINUEV OEYUATA OTN GUTKEUT UOAOTTOINONG TNG ETTIAOYAG, PETT OTOV EUPRUBITUEVO, TTANPWHEVO pE
LN, kpuoowAnvapio i Tv kpuopdBdo (Emavw aTnv kpuopapdo), BA. Eikéva 3. MwuatioTe To kpuoowAnvapio () Ty kpuopdBdo)
1} mpooaptiaTte avamoda ae vav GAAO pn TIWHATIOPEVO KPUOTWANVAPIO, TTPOKEINEVOU VO OTEPEWCETE TNV UAAOTIOINUEVN
GUOKeUN péaa aTo uypd adwro.

12. MerakiviiaTe T Segapeviy LN, mAnaiéaTepa aTov kpuokarawlkTn LN, kai LETAQEPETE TNV KPUOPARSO He Ta TIEPIEKOHEVA OTOV
KpuoKaTayuK™, yia Hakpoxpdvia eUAagn.
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B. MpwtokoAAo vahotroinong EMBPYQN (PN ot BAaoTtokioTn):

1. DNiaveipere pe donmm Texvikn pia otayéva 50 pL ES o€ éva aveoTpappévo kaméki evog TpuBhiou Petri (Eikéva 4).

2. Amopakpuverte 1o TpuBAio kaAAIEpyEIag TTou TIEPIEXEI TO 1y Ta EUBpua amd Tov emwaaTipa Kal eAEYETe TNV TTOIGTNTA TOU F Twv
SelypaTwy aTo pikpookoio. Otou eival duvatdv, emAyeTe povo To f Ta éuPpua G kahdTepng TTOIGTNTAG Yia uaAoTroinan.

3. Metagépete poaekTIKA To Seiyua (Ewg dUO0 kGBe popd) pe eAayIaTo Oyko péaou amd To TpuPAio KaAiEpyeiag aTn oTayéva ES
Kal EKKIVAOTE TO XPOVOUETPO.

Ta éuPpua Ba mpémel va e§lgoppotolvtal aTn oTayéva ES apyd, pe eAetBepn Tmwon emi 6-10 Aetrtd.

THMEIQZH 1: To deiypa 6a ouppikvwBei kal, aTn ouvéxela, Ba avakThoel atadiakd 1o apxiké Tou péyebog, Tpayua Tou
uTrodeIKvUEl OTI N €§00PPOTINGN EXeEl OAOKANPWOE.

YYZTAZH NMPOZOXHE: Mepiopilete aT0 EAdXI0TO TNV €KBETT TOU ) TwV DEIYMATWY OTO PwG KATA T DIGPKEID TG £§l00pPOTINGNG
oTig oTaydveg ES kar VS.

4. Kard tn didipkela Tou xpovou egiaoppotnang ot ES, diaveiuete pe aontn TexvikA pia atayéva 50 pL diaAuparog VS, dmmwg
@aiveral gy Eikéva 4 kai TpoeToipdaTe T guakeur] uaAotroinang emAOyAG yia TomoBETnom.

5. EkmAUveTe kal TANPWOTE 10 AkPO TNG TITTETAG PETaPopds Le VS apéowg Tpiv amd v ohokAfpwan Tng e§iooppdtmang aTo
ES kai avappognate 1o i Ta deiyuara pe eAdyiato dyko ES aTo Gkpo TG TITETAG KOl PETAQEPETE PETD OTN aTay6va Tou VS
€i TouhdyiaTov 30 deutepoAeTTTa. MeTagépete Ta éuppua aTov TuBpéva Tou VS. Kard tn didipkeia TG PeTagopds, Ta éuppua
Ba emmAcUoouv aTo emavw pépog Tou VS. Ma va diacpalioTei n TARENG EKTAuan pe VS, HETAQEPETE TIPOTEKTIKA Ta EUPpua
oW 0TO KATW Kal KEVTPIKG PéPOg Tou VS, Ye TITIETApITUa.

THMEIQZH 2: Kard m didpkeia autig g diadikaaiag, Ta épBpua Ba agudatwBolv kai Ba emTAeUaouy Kal TaAI TTiow.

6. EkTeAéoTe TOTTOBETNON KOI OQPAYITTE TN CUCKEUR UAAOTIOINONG, CUNPWVA LE TIG 0dNYiEG TOU KATAOKEUADTH.

7. TomoBemoTe T guoKeun uakomoinang g emAoyNg pEaa aTo epubiapevo, TAnpwuEvo pe LN, kpuoowAnvapio f v kpuopapdo
(emavw oTnv KpuopdRdo) — Eikéva 3. MwuarioTe To kpuoawAnvdpio (1 TV kpuopdBdo) i TpooapTraTe avamoda ae évav GAho
N TWHATIOPEVO KPUOGWANVAPIO, TIPOKEIEVOU VOl OTEPEWTETE TNV UAAOTIOINPEVN GUCKEUN péaa aTo uypd adwro.

8. MerakivioTe T degapevry LN, TAnaiéaTepa aTov kpuokatawkm LN, kar PeTagépeTe Ty KpuopdBBo e Ta TTEPIEXOMEVA OTOV
KpUOKATAWUKTN, Yia HaKpOXpOvIa GUAASH.

T'o TpAaBETEG AETITOPEPEIEG TXETIKA LE T XPAON TwV TIPOIBVTIWY auTwy, KaBe epyaaTipio Ba Tpémel va cupBouAeletan Tig SIkEG Tou
£pyaoTnpiakég Siadikaaie kal TpwTOKoAAa, Ta oToia €xouv avarrTuyBei kai BeATiaToTmoInBEi €I01KA yia TO BIKG TOU 1aTPIKG TIPOYPAKA.

OAHTIEZ ®YAA=HE KAI ZTAGEPOTHTA
duhdooete Ta kAe1oTd @IaAidIa aTo wuyeio ae Bepuokpaaia 2 °C éwg 8 °C. Otav guhdaoovial alpguwva e Tig 0dnyieg, Ta AiaAupara
Vit Kit — Freeze NX mapapévouv ataBepd éwg Tv nuepopnvia Agng TTou avaypagetal oTiG ETIKETEG Twv QIAAIDIwY.

Mn xpnaipoToigite Ta péaa i mePICTOTEPES aTO deKaTETTEPEIS (14) NPEPES, Aol avoixBouv 1 TIEPIEKTEG.

KaBuwg utrapxer uhikd avBpwmivng poéAeuang aTo Trpoidy, UTTopei va avaruxBei Kamoia mooéTnTa cwpatidiakhg UAnG kard m didpkeia
NG PUAAENG. AuTd TO €id0G TWUATIOIAKAG UANG Dev Eival yvwaTo va Exel emidpaan atnv amddoan Tou TPoidvTog.

NPO®YAAZEIZ KAI NPOEIAOMOIHZEIZ
H ouokeun aut TpoopideTal yia xpran amé TpoowTTIkd ekTTaIdeupévo aTig Siadikaaieg utroBonBoUpevng avamapaywyrg. O diadikaaieg
auTég TepIAapBAvVOUV TV UTIODEIKVUOLEVN EQAPHOYH YIa TV OTToia TIPoopieTal N CUOKEUN auTH.

H eykardaTaon émou Ba xpnaoipotoindei auti n ouokeun eivar uelBuvn yia T diamipnan g IxvnAagIudTNTAG TOU TTPOIGVTOG Kall
TIPETTEI VO CUPHOPQUWVETAI PE TOUG £BVIKOUG KavoviapoUg TTou agopouv TV IXVnAaaIuéTnTa, 6TToU £pappodeTal.

Mn xpnoipotrolgite omolodrmoTe @iaAidio diaAdparog Tou Trapouaiadel evaeigeig nuidg, diappong, awpandiakng UAnG i BoAepdtnTag.
ATToppilyTe 10 TTPOIdV GUHPWVA LE TOUG IGXUOVTEG KAVOVIGHOUG.

Ta va amo@uyete TpoPAfuaTa pe poAuvan, XeIPIOTEITE EpappOlovTag AONTITEG TEXVIKEG.

Emi Tou mapévrog, n epeuvnTik} BIBAIOypagia katadeikvUer 6TI o JaKPOTIPOBETHES ETTITITWAEIG TG UAAOTIOINGNG OTA WOKUTTAPA Kall
070 £UPPUA TIOPAPEVOUV AYVWOTES.

Mn xpnaipoToigite Kapia @1GAn oTnv otoia £xel TApaBIaaTE N AKEPAIGTNTA TNG ATTOOTEIPWHEVNG CUCKEUATIAG.

E.E.: EpappddovTal Ta TUTTIKG pétpa TTPoANYNG AoIpwEeEwy amé T Xprian QapUOKEUTIKWY TPOIGVTWY TTou £X0UV TTOPACKEUAaTE] aTTo
avBpwivo aipa A TAGoua kai TrepIAauBavouv v Aoy Twv S0TWY, Tn SIAAOYH HEHOVWHEVWY SWPEWV Kal Tn dnpioupyia defapeviv
TAAOPATOG YIO GUYKEKPILEVOUG BEiKTEG Aoipweng, kaBg kai Tn cupTepiAnwn amoteAeopaTikwy Bnudtwy katd Ty Tapackeun yia Tnv
adpavotroinan/agaipean Twv 1wv. Mapdha autd, dTav xopnyoUvTal GAPHAKEUTIKA TTPOIOVTA TIOU £XOUV TTOPATKEUATTE ATT6 AVEPWTTIVO
aipa f mAdopa, dev eival duvardv va amokAeIoTe EviEAWS N TBaveTTa PeTadoong Aoiuoydvwy TTapayoviwy. Auté 10XUEl ETTiong
Kal yia ayvwaToug I veogppavi{opevoug 100G kai GAAoug TaBoydvoug HIKpoopyaviauoUs. Aev UTIAPXOUV avapopég aTmodedelyuévng
pETAd0aNG IV Pe aABoupivn n oTroia XEl TTAPATKEUAOTET Pe TIG TTPodIaypagég T Eupwmaikrg Qapuakotoliag, JEow Twv KaBiepwpévwy
S1adIKkaoIwy. ZuvioTatal 1BiaItépwg, kG gopd Tou xopnyouvtal péca KaANIEpyEIag TPOIGVTWY Kal éCT avamapaywyng g
FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. o€ évav agBevi, va karaypdgetai To dvopa kai o apiBpdg maptidag Tou TpoidvTog, waTe va diaTnpeital
évag aUvdeapog peTagy Tou aaBevoug kal TG TrapTidag Tou TTPoi6VTOG.
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H.M.A.: Auté 1o Tpoidv Trepiéxel avBpwmivn aABoupivn opol (HSA). To UAIkG avBpwmivng TpoéAeuang To OTIoio XpnaIUoTIOIETal
OTNV TTAPACKEUR TOU TTP0idvTog auToU Exel eAeyxOei e eykekpipéva amoé Tov Opyavioud Tpoipwy kai Papudkwy Twv HIA (FDA)
KIT Kl €xel BpeBei 6T dev avmidpd o€ avTiowpata kard Tou 100 Tng nmatitidag C (HCV) kar o€ avTiowuaTa Katé Tou 100 avBpwrivng
avogoavemdpkelag (HIV). Qatéao, kayia péBodog eAéyxou dev TTpoopépel TARPN Slacealion OTi Ta TPoidvTa avBpwTivng TpoéAeuang
Oev eival joAuaparika. O XeIpIoHOG GAWV Twv UNIKWY avBpwITivng TTPOoEAEUaNG TTPETTEN Val YivETAI OV Va €ival SuvaTo va PETAdWOoUV
Moiuwén, epapudgovtag yevikég TPo@UAGEEIG. O1 60TeG Tou apyIkoU UAIKoU Exouv eTriong egeTaaTei yia vooo Creutzfeldt-Jakob (CJD).

ANTENAEIZH

To Tpoi6v Tepiéxel Belikr yevapukivn. Oa Tpémel va AapBdvovial ol amrapaithteg TPOQUAGEEIS yia va SlaogaliaTei 611 o aoBeviig Gev
£xel eUaIOBNTia OTO GUYKEKPILEVO QVTIBIOTIKG.
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CESTINA

UPOZORNENI PRO EU: Pouze pro profesionaini pouziti.

URCENE POUZITI
Souprava Vit Kit - Freeze NX je uréena pro postupy asistované reprodukee k vitrifikaci a uchovavani lidskych oocytd (MII),
pronuklearnich (PN) zygot do Grovné embrya ve stadiu ryhovani 3. dne a embryi ve stadiu blastocysty.

POPIS PROSTREDKU
Equilibration NX-ES je dvojité pufrovany roztok (HEPES a MOPS) kultivaniho média Continuous Single Culture (CSCM) obsahujici
gentamicin-sulfat, 7,5 % (v/v) DMSO i ethylenglykolu a 20 % (v/v) sérového dopliiku na bazi dextranu (Dextran Serum Supplement, DSS).

Vitrification NX-VS je dvajité pufrovany roztok (HEPES a MOPS) CSCM obsahuijici gentamicin-sulfat, 15 % (v/v) DMSO i ethylenglykolu,
20 % (v/v) DSS a 0,5 M trehalézy.

Washing NX-WS je dvojité pufrovany roztok (HEPES a MOPS) CSCM obsahujici gentamicin-sulfat a 20 % (v/v) DSS.
DSS je piipravek k suplementaci proteinli a sestava z 50 mg/ml lidského sérového albuminu (HSA) terapeutické kvality a 20 mg/ml
dextranu. DSS se v soupravé Vit Kit — Freeze NX pouziva pfi 20 % (v/v) k dosaZeni kone¢né koncentrace 10 mg/ml HSA and 4 mg/ml

dextranu.

Tyto roztoky se pouzivaji v pofadi podle krokd protokolu vitrifikace mikrokapek.

SLOZENi
Soli a ionty Aminokyseliny L-fenylalanin Energetické substraty
Fosfore¢nan draselny L-arginin t-tsrfrrelzr(])nin Dextroza
Chlorid sodny Glycin - Pyruvat sodny
Chlorid draselny L-histidin L-tryptofan Mié&nan sodny
Siran hofecnaty L-lysin L-valin
Chlorid vapenaty L-prolin L-cystin Protein
L-tyrosin == )
Pufr L-alanin Antioxidanty Lidsky sérovy albumin, HSA
by . L-kyselina asparagova Citronan sodny
Hydrogenuhli¢itan sodny L-asparagin EDTA y Kryoprotektant
:\-‘AE)FI)’ESS L-kyselina glutamova _Lp—YDextran
L-isoleucin Y
L-leucin Antibiotika gﬁhlalozi”‘k |
L-alanyl-L-glutamin Gentamicin-sulfat thylenglykol
L-methionin Dimethylsulfoxid

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

Na kazdé $arzi Vit Kit - Freeze NX se provadéji tyto testy:

*+ naendotoxiny testem Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0,6 EU/ml) podle Iékopisu USA Bacterial Endotoxins <85> a Ph. Eur. 2.6.14
* test na mySich embryich (jednobunéné pfi = 80 % expandované blastocysté)

* na sterilitu aktualné pouzivanym testem na kontrolu sterility podle Iékopisu USA <71>, Ph. Eur. 3.2 (Uspéch)

Vechny vysledky jsou uvedeny v analytickém certifikatu k pFislusné SarZi, ktery je k dispozici na vyzadani.

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY

+ Vitrifikaéni prostfedek vlastni volby

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

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

+ Hyaluronidazu (kat. ¢. 90101) k vitrifikaci oocytt

+ Jednorazové rukavice

+ Transferové pipety (sklenéné pipety z tazeného skla nebo mikropipetové hroty s vnitfnim primérem hrotu ~200 um)
+ Pinzeta nebo klesté

+ Stopky nebo ¢asovac

+ Nadoba na kapalny dusik (Dewarova nadoba nebo nadoba z pénového polystyrenu s vikem, objem 1-2 1)
+ Kapalny dusik (objem postadujici k dosazeni hloubky 4 palcti v nadobé)

NAVOD K POUZIT
Potfebné slozky soupravy Vit Kit - Freeze NX (na aplikaci):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl pro protokol vitrifikace oocytl
nebo
50 pl pro protokol vitrifikace embryi
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl pro libovolny protokol vitrifikace
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl pro protokol vitrifikace oocytt
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PROTOKOL VITRIFIKACE:

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

1.

N o oA w

Nechte mnoZstvi ES a VS, které ma byt pouZito, dosahnout pokojové teploty (20-27 °C).

POZNAMKA: Nenechte celé lahvicky ES, VS a WS opakované zahFivat na pokojovou teplotu, pokud budete potfebovat vzdy jen
¢ast téchto roztoku. Lepsi je odméfit mnozstvi, které se ma pouzit, a lahvicky po odméfeni ihned vratit do prostoru o teploté 2-8 °C.
Washing NX (WS) se pouZivé k vitrifikaci oocytd.

. Napliite nadobu na kapalny dusik kapalnym dusikem (LN,) - pouZijte objem postacuijici k dosaZeni hloubky 4 palci nebo k Gpinému

ponofeni kryozkumavky nebo drzaku — a umistéte do blizkosti mikroskopu. Pfipevnéte kryozkumavku nebo zasobnik (neuzaviené
vickem) ke spodni svorce drzéku a ponofte do kapalného dusiku, abyste je pfipravili k uloZeni vitrifikovanych vzorku.

. Stanovte pocet vzorku k vitrifikaci.

. Vyznadte nezbytné informace na Stitku kazdé Petriho misky (nebo vicka) a prostfedku ke kryouchovani.
. Pfed zahajenim postupu peclivé prohlédnéte vitrifikacni prostfedek.

. Opatrnym pfevracenim pfed pouzitim promichejte obsah kazdé lahvicky ES a VS.

. Postup piipravy misky s kapickami roztokd pro vitrifikaci:

A. Protokol vitrifikace 00CYTU (M):
POZNAMKA 1: Odebrané oocyty se denuduji hyaluronidazou, aby se potvrdilo, Ze jsou MIl.
POZNAMKA 2: Protokol vitrifikace embryi naleznete v &sti B.
1. Asepticky nadavkujte 20pl kapky WS, ES1 a ES2 (v tésné vzajemné blizkosti) a ES3 na obracené vicko sterilni Petriho misky
podle ilustrace na obr. 1 a misku umistéte na stolek mikroskopu:
+ jedna 20pl kapka WS
+ i 20pl kapky (celkem 60 pl) ES (ES1, ES2, ES3)
2. Vlyjméte kultivaéni misku s Mil oocyty z inkubatoru a zkontrolujte kvalitu vzorkd pod mikroskopem. Pokud je to mozné, vybirejte
pouze nejkvalitngjsi oocyt(y) faze MIl.
POZOR: Pri ekvilibraci v kapkach WS, ES a VS minimalizujte expozici vzorku (vzorkd) svétlu.
3. Efer'leste oocyt (az 2 najednou) s minimalnim objemem média z kultivacni misky (v inkubétoru) na jednu minutu do 20pl
apky WS.
4. Hrotem transferové pipety pfipojte kapku WS do ES1 (viz obr. 1, Sipka 1) a nechte oba roztoky spontanné promichavat po dobu
2 minut.
5. Potom pfipojte kapku ES2 (Sipka 2) ke dfive spojenym kapkam a ponechte 2 minuty.
6. Preneste oocyt(y) s minimalnim objemem roztoku ze spojené kapky do kapky ES3 na dobu 610 minut.

Poznamka: ekvilibrace oocytu (oocytl) v ES3 je dokoncena, kdyz zona pellucida a perivitellinni prostor maji stejnou tloustku.
Oocyt(y) se usadi na dné kapky obvykle do 3 minut.

7. Béhem doby ekvilibrace v ES3 asepticky nadavkujte jednu (1) 50l kapku VS pred dokon&enim ekvilibrace a pfipravte vitrifikacni
prostfedek vlastni volby k zaloZeni (obr. 2).

8. Nasledujici kroky (9-13) je tfeba provést za 80-110 sekund.

POZOR: V z&jmu prevence cytotoxicity je tfeba omezit expozici vzorkl VS. Vzorky maji tendenci ve VS plavat, proto zaostete
mikroskop, abyste je mohli nepretrzité sledovat béhem expozice, a udrzujte hrot transferové pipety v jejich blizkosti, abyste
zajistili rychly pfenos mezi kapkami. Viz obr. 2.

9. Bezprostiedné pfed dokoncenim ekvilibrace v ES oplachnéte a naplrite hrot transferové pipety roztokem VS, natahnéte vzorek
(vzorky) s minimalnim objemem ES do hrotu pipety a na 50-60 sekund preneste do kapky VS. Oocyty vypustte na dno VS.
Oocyty vypluji pfi vypusténi k povrchu VS. Abyste zajistili Gpiné oplachnuti roztokem VS, Setmé oocyty pipetovanim znovu
posufite ke stfedu dna VS.

Pfi tomto postupu budou oocyty dehydrované a vypluji znovu nahoru.

10. ZaloZte do vitrifikacniho prostfedku a uzavfete podle pokynd vyrobce.

11. VloZte vitrifikovany vzorek (vzorky) na vitrifikacnim prostfedku viastni volby do ponofené, LN, vypinéné kryozkumavky nebo
zésobniku (na drzaku). Viz obr. 3. Uzaviete kryozkumavku (nebo zésobnik) vickem nebo pfipojte v pfevracené poloze k jiné
vickem neuzaviené kryozkumavce, aby vitrifikovany prostfedek byl zajistén v kapalném dusiku.

12. Pfesurite nadobu s LN, do blizkosti kryomraznicky s LN, a pieneste drzak s obsahem do kryokontejneru k diouhodobému
skladovani.

B. Protokol vitrifikace EMBRY (PN az blastocysta):
1. Asepticky nadavkujte jednu 50pl kapku ES na obracené vicko Petriho misky (obr. 4).
2. Viyjméte kultivaéni misku s embryem (embryi) z inkubatoru a zkontrolujte kvalitu vzorku (vzork(i) pod mikroskopem. Pokud je to mozné,

3. Opatrné pfeneste vzorek (az dva najednou) s minimalnim objemem média z kultivacni misky do kapky ES a spustte asovac.
Embrya se pomalu ekvilibruji v kapce ES volnym padem 6-10 minut.
POZNAMKA 1: Vzorek se smriti a potom postupné navrati na svou ptivodni velikost, coz znadi, Ze ekvilibrace je hotova.
POZOR: Pii ekvilibraci v kapkach ES a VS minimalizujte expozici vzorku (vzorkd) svétiu.

4. Béhem doby ekvilibrace v ES asepticky nadavkujte jednu 50ul kapku roztoku VS podle ilustrace na obr. 4 a pfipravte vitrifikacni
prostfedek vlastni volby k zaloZeni.
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5. Bezprostiedné pfed dokoncenim ekvilibrace v ES oplachnéte a naplrite hrot transferové pipety roztokem VS, natahnéte vzorek
(vzorky) s minimalnim objemem ES do hrotu pipety a na nejméné 30 sekund pfeneste do kapky VS. Embrya vypustte na dno
V8. Embrya vypluji pfi vypudténi k povrchu VS. Abyste zajistili GpIné oplachnuti roztokem VS, Setrné embrya pipetovanim znovu
posunite ke stfedu dna VS.

POZNAMKA 2: Pfi tomto postupu budou embrya dehydrovana a vypluji znovu nahoru.

6. Zalozte do vitrifikacniho prostfedku a uzavfete podle pokynu vyrobce.

7. VloZte vitrifikovany vitrifikaCni prostfedek vlastni volby do ponofené, LN, vypInéné kryozkumavky nebo zasobniku (na drzaku)
- viz obr. 3. Uzaviete kryozkumavku (nebo zasobnik) vickem nebo pfipojte v pfevracené poloze k jiné vickem neuzaviené
kryozkumavce, aby vitrifikovany prostiedek byl zajistén v kapalném dusiku.

8. Presurite nadobu s LN, do blizkosti kryomraznicky s LN, a pfeneste drzak s obsahem do kryokontejneru k dlouhodobému
skladovani.

Dalsi informace o pouziti téchto vyrobki kazda laborator ziska ve vlastnich laboratornich metodach a protokolech vypracovanych
a optimalizovanych specificky pro jeji konkrétni zdravotnicky program.

POKYNY PRO UCHOVAVANI A STABILITA
Neoteviené lahvicky uchovavejte v chladnitce pfi teploté od 2 °C do 8 °C. Pfi doporuceném skladovani jsou roztoky soupravy
Vit Kit — Freeze NX stabilni do dat exspirace uvedenych na titcich lahvicek.

Média po otevieni nadobek nepouZivejte déle nez ctrnact (14) dni.

Jelikoz vyrobek obsahuije lidsky zdrojovy material, mohou se v ném pfi skladovani objevit Eastice. Neni zndmo, Ze by tento typ ¢astic
mél vliv na funkci vyrobku.

BEZPECNOSTNi OPATRENI A VAROVANI
Tento prostfedek je uréen k pouziti pracovniky Skolenymi v postupech asistované reprodukce. Tyto postupy zahrnuji pouZiti, k némuz
je tento prostfedek uréen.

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

Nepouzivejte Zadnou lahvicku s roztokem, ktera vykazuje znamky poSkozeni, netésnosti, ¢astic nebo zakaleni. Vyrobek zlikvidujte
v souladu s platnymi pfedpisy.

Aby se zabranilo problém{m s kontaminaci, dodrzujte pfi manipulaci aseptické postupy.
Odborna 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 pouZzivani IéCivych pfipravkl ziskavanych z lidské krve nebo plazmy zahmuji
vybér darcli, screening jednotlivych darovanych produktli a sdruzené plazmy na pfitomnost specifickych markerd infekci a zarazeni
acinnych krok k inaktivaci/odstranéni virl do vyrobniho postupu. Navzdory tomu nelze moznost prenosu infekénich Ciniteld u lécivych
pfipravki ziskavanych z lidské krve nebo plazmy zcela vylougit. To se také tyka neznamych ¢i nové objevovanych virl a jinych patogend.
U albuminu vyrabéného zavedenymi postupy podle specifikaci Evropského Iékopisu nebyly hiaSeny zadné pfipady prokazaného prenosu
virl. Pokazdé, kdyz je pacientce podano kultivacni médium ze sortimentu reprodukénich médii FUJIFILM Irvine Scientific, Inc., dirazné
doporucujeme zapsat jeho nazev a éislo $arze, aby byla zachovana souvztaznost mezi pacientkou a Sarzi pfipravku.

USA: Tento vyrobek obsahuije lidsky sérovy albumin (HSA). Lidsky zdrojovy material pouZity k pfipravé tohoto vyrobku byl testovan
soupravami schvalenymi FDA a shledan nereaktivnim vici protilatkam proti viru hepatitidy C (HCV) a viru lidské imunodeficience (HIV).
Za&dna zku$ebni metoda v8ak nemUze zcela zarudit, Ze pfipravky ziskavané z lidskych zdroji nejsou infekéni. Proto se véemi materialy
zlidskych zdrojli zachézejte, jako by u nich byla moznost pfenosu infekce, a zachovavejte obvykla preventivni opateni. Darci zdrojového
materiélu také prodli screeningem na Creutzfeldt-Jakobovu nemoc.

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

REGEL FOR EU: Kun til professionel brug.

ANVENDELSE

Vit Kit - Freeze NX er beregnet til brug i assisteret reproduktionsprocedurer til vitrificering og opbevaring af humane oocytter (MIl),
pronuklezere (PN) zygoter il tredjedagsembryoner pa spaltningsstadiet og embryoner pa blastocyststadiet.

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

Equilibration NX-ES er en dobbeltbufferet oplasning (HEPES og MOPS) af Continuous Single Culture medium (CSCM) indeholdende
gentamicinsulfat, 7,5 % (v/v) af hvert DMSO og ethylenglycol og 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS er en dobbeltbufferet oplasning (HEPES og MOPS) af CSCM indeholdende gentamicinsulfat, 15 % (v/v) af hvert
DMSO og ethylenglycol, 20 % (v/v) DSS og 0,5 M trehalose.

Washing NX-WS er en dobbeltbufferet oplasning (HEPES og MOPS) af CSCM indeholdende gentamicinsulfat og 20 % 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 - Freeze NX for at fa en endelig koncentration pa 10 mg/ml HSA og 4 mg/ml dextran.

Disse oplgsninger skal anvendes i reekkefglge iht. den trinvise protokol for vitrificering af mikrodraber.

SAMMENS/TNING

Salte og ioner Aminosyrer L-phenylalanin Energisubstrater
Kaliumfosfat L-arginin L-serin Glukose
Natriumklorid Glycin L-threonin Natriumpyruvat
Kaliumklorid L-histidin L-tryptophan Natriumlaktat
Magnesiumsulfat L-lysin L-valin
Kalciumklorid L-prolin L-cystin Protei
L-tyrosin Frotein .
Buff L-alanin Antioxidanter Humant serumalbumin, HSA
ﬁmbikarbonat L-asparaginsyre Natriumeitrat
S L-asparagin EDTA Kryoprotektanter
HEPE L-glutaminsyre
MOPS L-isoleucin Dextran
L-leucin Antibiotikum Trehalose
L-alanyl-L-glutamin Gentamicinsulfat Ethylenglycol
L-methionin Dimethylsulfoxid
KVALITETSSIKRING

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

Hvert parti Vit Kit - Freeze NX undergar folgende test:

* Endotoxin med Limulus Amebocyte Lysate-metoden (LAL) (< 0,6 EU/mI) med USP-bakterieendotoxiner <85> og Ph. Eur. 2.6.14
« Analyse af museembryo (éncellet) (ved = 80 % ekspanderet blastocyst)

« Sterilitet med den aktuelle USP-sterilitetstest <71>, Ph. Eur. 3.2 (bestaet)

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

N@DVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDF@LGER

+ Det gnskede vitrificeringsprodukt

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

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

+ Hyaluronidase (katalognr. 90101) il vitrificering af oocytter

* Engangshandsker

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

« 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 i beholderen)

BRUGSANVISNING
Vit Kit — Freeze NX krav til komponenter (pr. applikation)
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 l til protokol for vitrificering af oocytter
eller
50 pl til protokol for vitrificering af embryoner
« Vitrification NX-VS (VS):
50 pl til begge vitrificeringsprotokoller
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl til protokol for vitrificering af oocytter
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VITRIFICERINGSPROTOKOL

BEMARK: Procedurerne skal udfgres ved stuetemperatur (20-27 °C). BRUG IKKE et mikroskop med opvarmet objektbord til falgende
procedurer. FORSIGTIG: Minimer pravernes udseettelse for lys under aekvilibrering i ES- og VS-opl@sninger.

1.

N o oA w

Bring den maengde ES, VS og WS, der skal anvendes, til stuetemperatur (20-27 °C).

BEMZRK: Undga at bringe hele haetteglassene med ES, VS og WS il 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. Washing NX (WS) anvendes til vitrificering af oocytter.

. Fyld beholderen il flydende nitrogen med flydende nitrogen (LN,) - tilstraekkeligt til at opna en dybde pa 4 tommer eller til at nedsaenke

kryorgret pa holderen — og seet den ved siden af mikroskopet. Seet et kryorer eller baeger (uden lag) fasti den nederste klemme pa en
kryoholder, og nedsaenk den i det flydende nitrogen som forberedelse til opbevaring af de vitrificerede praver.

. Bestem antallet af praver, der skal vitrificeres.

. Seet en etiket med de ngdvendige oplysninger pa hver steril petriskal (eller 1ag) og hver kryoopbevaringsbeholder.
. Undersag omhyggeligt vitrificeringsproduktet, inden proceduren startes.

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

. Forbered skalen med draber af oplgsning til vitrificeringsproceduren pa felgende made:

A. Protokol for vitrificering af OOCYTER (MIl):
BEMZARK 1: Udtagne oocytter skal blotlaegges med hyaluronidase for at bekreefte, at de er MII.
BEMARK 2: Se afsnit B for protokol for vitrificering af embryoner.
1. Dispenser aseptisk en 20 pl drabe WS, ES1 og ES2 teet sammen og ES3 pa et omvendt lag af en steril petriskal som vist i figur 1,
og placer skalen pa mikroskopets objektbord:
+ én 20 pl drabe WS
¢ tre 20 pl draber (60 pl i alt) ES (ES1, ES2, ES3)

2. Fjern dyrkningsskalen med Mll-oocytterne fra inkubatoren, og kontroller pravernes kvalitet under mikroskop. Nar det er muligt,
veelges kun oocyt(ter) af den bedste kvalitet pa Mil-stadiet.
FORSIGTIG: Minimer prgvernes udseettelse for lys under aekvilibrering i WS, ES- og VS-draberne.

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

4. Lad WS-draben flyde sammen med ES1 (se figur 1, pil 1) vha. spidsen pa transferpipetten, og tillad spontan blanding af de to
oplgsninger i 2 minutter.

5. Bland derefter draben af ES2 (pil 2) med de tidligere blandede draber, og lad den sta i 2 minutter.
6. Overfar oocytten/oocytterne med minimal volumen af oplgsningen fra den sammenflydte ES3-drabe i 6-10 minutter.

Bemeerk: /kvilibrering af oocyt(ter) i ES3 er feerdig, nar tykkelsen pa zona pellucida og det perivitelline mellemrum er den
samme. Oocytten/oocytterne vil bundfeelde sig i bunden af draben inden for 3 minutter.

7. Under aekvilibreringstiden i ES3 dispenseres aseptisk en (1) 50 pl drabe af VS, far aekvilibrering feerdiggeres, og det valgte
vitrificeringsprodukt klargeres til pafyldning (figur 2).

8. Falgende trin (9-13) skal udferes pa 80-110 sekunder.
FORSIGTIG: Eksponering af praver for VS skal begraenses for at forhindre cytotoksicitet. Praven/praverne har tendens til at flyde
i VS. Derfor skal fokus justeres pa mikroskopet for at vedligeholde kontinuerlig visualisering under eksponering. Hold spidsen
af transferpipetten teet pa for at sikre hurtig overfarsel mellem draberne. Se figur 2.

9. Skyl og fyld transferpipetten med VS, umiddelbart inden aekvilibrering i ES er feerdig, traek praven/praverne op i pipettespidsen
med minimal volumen af ES, og overfer den til VS-draben i 50-60 sekunder. Tem oocytterne ud i bunden af VS. Nar de udtemmes,
vil oocytterne flyde op til toppen af VS. For at sikre fuldsteendig skylning med VS flyttes oocytterne tilbage i midten af bunden
i VS ved pipettering.
Under denne proces vil oocytterne blive dehydreret og flyde tilbage igen.

10. Indfer og forsegl vitrificeringsproduktet som anvist af producenten.

11. Placer de(n) vitrificerede prave/praver pa det valgte vitrificeringsprodukt i det nedsaenkede kryorar eller baeger fyldt med LN,
(pa kryoholderen) — figur 3. Saet Iag pa kryoraret (eller beegeret), eller seet det omvendt sammen med et andet kryorgr uden lag
for at sikre det vitrificerede produkt i flydende nitrogen.

12.Flyt beholderen med flydende nitrogen, LN, hen ved siden af LN,-kryofryseren, og overfer kryoholderen med dens indhold il
kryofryseren med henblik pa langtidsopbevaring.

B. Vitrificeringsprotokol for EMBRYONER (PN til blastocyster):
1. Dispenser aseptisk en (1) 50 pl drabe ES pa et omvendt lag til en steril petriskal (figur 4).

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

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

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

BEMZRK 1: Praven vil skrumpe og derefter gradvist vende tilbage til sin oprindelige starrelse, hvilket angiver, at aekvilibrering
er fuldfert.

FORSIGTIG: Minimer prgvens/pravernes udseettelse for lys under aekvilibrering i ES- og VS-draberne.

4. Under denne aekvilibreringstid i ES dispenseres aseptisk en 50 pl drabe VS-oplasning som vist i figur 4, og det valgte
vitrificeringsprodukt klargares til pafyldning.
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5. Skyl og fyld transferpipetten med VS, umiddelbart inden aekvilibrering i ES er feerdig, treek praven/praverne op i pipettespidsen
med minimal volumen af ES, og overfgr den/dem til VS-draben i mindst 30 sekunder. Tem embryonerne ud i bunden af VS.
Nar de udtemmes, vil embryoneme flyde op til toppen af VS. For at sikre fuldsteendig skylning med VS flyttes embryoneme
forsigtigt tilbage i midten af bunden i VS ved pipettering.

BEMZRK 2: Under denne proces vil embryonerne blive dehydreret og flyde tilbage igen.

6. Indfer og forsegl vitrificeringsproduktet som anvist af producenten.

7. Placer det valgte vitrificeringsprodukt i det nedsaenkede kryorer eller beaeger fyldt med LN, (pa kryoholderen) - figur 3. Set lag
pa kryoraret (eller baegeret), eller st det omvendt sammen med et andet kryorgr uden lag for at sikre det vitrificerede produkt
i flydende nitrogen.

8. Flyt beholderen med flydende nitrogen, LN, hen ved siden af LN,-kryofryseren, og overfar kryoholderen med dens indhold til
kryofryseren med henblik pa langtidsopbevaring.

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

ANVISNINGER FOR OPBEVARING OG STABILITET
Uébnede heetteglas opbevares ved 2 °C til 8 °C. Nar Vit Kit - Freeze NX-oplesninger opbevares som anvist, er de stabile indtil udlgbsdatoen
pa haetteglassenes etiketter.

Medierne ma ikke bruges i mere end fjorten (14) dage, 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 oplgsning, der er beskadiget, leekker, indeholder partikler eller er uklart. Bortskaf produktet iht. geeldende
forskrifter.

Undga problemer med kontamination ved at bruge aseptiske teknikker.
Langtidsvirkningerne af vitrificering af oocytter og embryoner forbliver ukendte ifelge forskningslitteraturen.
Flasker, hvis sterile emballage er blevet kompromitteret, ma ikke anvendes.

EU: Standardforanstaltninger til forebyggelse af infektioner, der skyldes brug af leegemidler 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/fierelse af vira. Pa trods af dette kan risikoen for overfarsel af smittefarlige stoffer ikke
helt udelukkes ved administration af lsegemidler, der er tilberedt ud fra humant blod eller plasma. Dette geelder ogsa for ukendte eller
nyfremkomne vira og andre patogener. Der foreligger ingen rapporter om dokumenterede virusoverfarsler med albumin fremstillet ifglge
specifikationerne i Den Europaeiske Farmakopé ved hjeelp af etablerede processer. Det anbefales kraftigt at registrere produktets navn
og batchnummer, hver gang der administreres et dyrkningsmedium fra reproduktionsmiddelprodukter 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 (fedevare- og laegemiddelstyrelsen 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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EU-VAROITUS: Vain ammattiké&yttoon.

KAYTTOTARKOITUS
Vit Kit - Freeze NX on tarkoitettu kéytettdvaksi avusteisissa lisdantymismenetelmissé ihmisen oosyyttien (MII) pronukleaaristen (PN)
tsygoottien vitrifikaatioon ja séilytykseen paivén 3 jakautumisvaiheen alkioista blastokystavaiheen alkioihin.

LAITTEEN KUVAUS

Equilibration NX-ES on kaksoispuskuroitu (HEPES ja MOPS) Continuous Single Culture Medium (CSCM) -elatusaineen liuos,
joka sisaltda gentamysiinisulfaattia, 7,5 % (tilavuus/tilavuus) sekd DMSO:ta etté eteeniglykolia ja 20 % (tilavuus/tilavuus) Dextran
Serum Supplement (DSS) -liuosta.

Vitrification NX-VS on kaksoispuskuroitu (HEPES ja MOPS) CSCM-liuos, joka siséltéa gentamysiinisulfaattia, 15 % (tilavuusftilavuus)
sekd DMSO:ta etté eteeniglykolia, 20 % (tilavuus/tilavuus) DSS-liuosta ja 0,5 M trehaloosia.

Washing NX-WS on kaksoispuskuroitu (HEPES ja MOPS) CSCM-liuos, joka siséltaa gentamysiinisulfaattia ja 20 % DSS-liuosta.

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

Naita liuoksia kéytetaan perakkain asteittaisen mikropisaravitrifikaatiomenetelman mukaan.

KOOSTUMUS
Suolat ja ionit Aminohapot L-fenyylialaniini Energiasubstraatit
kaliumfosfaatti L-arginiini L-seriini dekstroosi
natriumkloridi glysiini L-treoniini natriumpyruvaatti
kaliumkloridi L-histidiini L-tryptofaani natriumlaktaatti
magnesiumsulfaatti L-lysiini L-valiini
kalsiumkloridi L-proliini L-kystiini Proteiini
L-tyrosiini Lrotelini ) .
Puskuri L-alaniini Antioksidantit ihmisen seerumialbumiini HSA
uskuri . vr—
v— ) L-asparagiinihappo natriumsitraatti
mztglémblkarbonaam L-asparagiini EDTA Kryoprotektantit
S L-glutamiinihappo -
MOPS L-isoleusiini dekstraani
L-leusiini Antibiootit wehaloos)
B 1 . P N eteeniglykoli
I[_;Ig%)rl]lilml.i glutamiini gentamysiinisulfaatti dimetyylisulfoksidi
LAADUNVARMENNUS

Vit Kit - Freeze NX -pakkauksen liuokset ovat kalvosuodatettuja ja validoitujen valmistusmenetelmien mukaisesti aseptisesti kasiteltyj.

Jokaiselle Vit Kit - Freeze NX -erélle tehddén seuraavat testit:

+ endotoksiini Limulus Amebocyte Lysate (LAL) -menetelmélla (< 0,6 EU/ml) testien USP Bacterial Endotoxins <85> ja Ph. Eur. 2.6.14 mukaan
« hiiren alkiomaaritys (yksi solu) (laajenee > 80-prosenttisesti blastokysteiksi)

« steriliteetti nykyiselld USP-steriliteettikokeella <71>, Ph. Eur. 3.2 (I&péissyt).

Kaikki koetulokset iimoitetaan erékohtaisesti analyysitodistuksella, joka on pyynndsta saatavissa.

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA El TOIMITETA MUKANA

+ Valinnan mukainen vitrifikaatiolaite

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

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

+ Hyaluronidaasia (luettelonro 90101) oosyyttien vitrifikaatioon

« Kertakdyttokasineita

+ Siirtopipetteja (vedettyja lasipipetteja tai mikropipettikérkia, joiden kérjen sisélapimitta on noin 200 um)
* Pinsetit tai atulat

« Sekuntikello tai ajastin

+ Nestetyppiséilid (Dewar-astia tai kannellinen styroksiastia, tilavuus 1-2 1)

+ Nestetyppea (riittdva tilavuus 4 tuuman syvyyden saavuttamiseksi sailiossa)

KAYTTOOHJEET
Tarvittavat Vit Kit - Freeze NX -ainesosat (kayttdsovelluksen mukaan):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl oosyyttien vitrifikaatiomenetelmaa varten
tai
50 pl alkioiden vitrifikaatiomenetelmaa varten
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl kumpaakin vitrifikaatiomenetelmaa varten
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl oosyyttien vitrifikaatiomenetelmaa varten
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VITRIFIKAATIOMENETELMA:

HUOMAUTUS: Toimenpiteet on tehtavéd huoneenlamméssa (20-27 °C). Seuraaviin toimenpiteisiin EI SAA kayttdd kuumennettua
mikroskooppialustaa. VAROITUS: Minimoi ndytteen altistuminen valolle ES- ja VS-liuoksissa tasapainottumisen aikana.

1.

~N o oA w

Ota kayttoon tuleva maara ES-, VS- ja WS-liuoksia huoneenldmpddn (20-27 °C).

HUOMAUTUS: Vélta koko ES-, VS- ja WS-pullojen saattamista huoneenldmpdisiksi toistuvasti, silloin kun kayttokerralla tarvitaan
vain osa liuoksesta. On parempi ottaa yksi erd, joka kéytetaan, ja palauttaa pullot 2-8 °C:n lampétilaan heti eran ottamisen jalkeen.
Washing NX (WS) -liuosta kaytetédan oosyyttien vitrifikaatioon.

. Téyté nestetyppiséilio nestetypella (LN,) - riittdva maara, jotta saadaan 4 tuuman syvyys tai jotta kryoputkipidikkeessa oleva kryoputki

voidaan upottaa kokonaan - ja aseta sailié mikroskoopin lahelle. Kiinnita kryoputki tai kryoputkiastia (korkki avattuna) kryoputkipidikkeen
pohjaklipsiin ja upota nestetyppeen valmisteluna vitrifioitujen naytteiden sailyttamista varten.

. Maarita vitrifioitavien ndytteiden méaara.

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

. Tarkasta huolella vitrifikaatiolaite ennen toimenpiteen aloittamista.

. K&énna varovasti jokainen ES- ja VS-pullo sisdlldn sekoittamiseksi ennen kéytta.
. Valmistele malja, jossa on vitrifiointitoimenpiteen nestepisarat:

A. OOSYYTTIEN (MIl) vitrifikaatiomenetelma:
HUOMAUTUS 1: Keratyt oosyytit paljastetaan hyaluronidaasilla sen varmistamiseksi, etté vaihe on MIl.
HUOMAUTUS 2: Katso alkioiden vitrifikaatiomenetelmé osiosta B.
1. Jaaaseptisesti 20 pl:n pisara WS-, ES1- ja ES2-liuosta toisiaan l&hekkéin ja ES3-pisara steriilin petrimaljan k&annetylle kannelle
kuten kuvassa 1. Aseta kansi mikroskooppialustalle:
*  yksi 20 pl:n pisara WS-liuosta
+ kolme 20 pl:n pisaraa (yhteensa 60 pl) ES-liuoksia (ES1, ES2, ES3).

2. Poista Mll-oosyyttejé siséltava vilielymalja lampokaapista ja tarkista ndytteiden laatu mikroskoopin avulla. Jos mahdollista, valitse
vain parhaan laadun Mil-vaiheen oosyytti (tai cosyyttejd).
VAROITUS: Minimoi ndytteen (tai naytteiden) altistuminen valolle WS-, ES- ja VS-pisaroissa tasapainottumisen aikana.

3. Siirra oosyytti (enintdan 2 kerrallaan) ja minimimaara elatusainetta viljelymaljalta (ldmpokaapista) 20 pl:n WS-pisaraan yhden
minuutin ajaksi.

4. Yhdistd WS-pisara ES1-pisaraan (ks. kuva 1, nuoli 1) siirtopipetin kérjen avulla. Anna naiden kahden liuoksen spontaanin
sekoittumisen tapahtua 2 minuutin ajan.

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

6. Siirra oosyytti (tai oosyytit) ja minimimaara liuosta yhdistetysta pisarasta ES3-pisaraan 610 minuutin ajaksi.

Huomautus: oosyyttien tasapainottuminen ES3:een on valmis, kun munasolun keton paksuus ja ruskuaista ympardiva tila ovat
yhté suuria. Oosyytit asettuvat pisaran pohjaan tyypillisesti 3 minuutin kuluessa.

7. Kun tasapainottuminen ES3-pisarassa on kaynnissa, jaa aseptisesti yksi (1) 50 pl:n pisara VS-liuosta ennen tasapainottumisen
valmistumista. Valmistele valinnan mukainen vitrifikaatiolaite latausta varten (kuva 2).

8. Seuraavat vaiheet (9-13) on saatava valmiiksi 80-110 sekunnin kuluessa.
VAROITUS: Néytteiden altistumista VS-liuokselle on rajoitettava sytotoksisuuden estamiseksi. Naytteilld on taipumus kellua
VS-liuoksessa, joten saéda mikroskoopin fokus niin, etté sailytat jatkuvan nakokentén altistumisen aikana. Pida siirtopipettia
lahelld, jotta voit varmistaa nopean siirtdmisen pisaroiden vélilla. Katso kuva 2.

9. Huuhtele ja tayta siirtopipetin karki \/S-liuoksella juuri ennen kuin tasapainottuminen ES-pisarassa on valmis. Ime ndyte (néytteet)
ja minimitilavuus ES-liuosta pipetin karkeen ja siirréd VS-pisaraan 50-60 sekunnin ajaksi. Siirrd oosyytit VS-pisaran pohjaan.
Kun oosyytit siirretddn, ne siirtyvét kellumaan VS-pisaran yldosaan. Jotta oosyyttien taydellinen huuhtelu VS-liuoksella
varmistetaan, siirré ne varovasti takaisin VS-pisaran alaosan keskelle pipetin avulla.

Taman toimenpiteen aikana oosyytit dehydroituvat ja siirtyvét takaisin kellumaan.
10. Lataa ja sulje vitrifikaatiolaite valmistajan ohjeiden mukaisesti.
11. Aseta vitrifioidut néytteet valinnan mukaiseen vitrifikaatiolaitteeseen LN,-taytettyyn kryoputkeen tai (kryoputkipidikkeessé olevaan)

kryoputkiastiaan, ks. kuva 3. Sulje kryoputki (tai kryoputkiastia) korkilla tai kiinnité ylsalaisin toiseen avattuun kryoputkeen
vitrifikaatiolaitteen kiinnittdmiseksi nestetyppeen.

12. Siiré LN,-sdilig lahelle LN,-kryopakastinta ja siirré kryoputkipidike siséltdineen kryopakastimeen pitkaaikaiseen sailytykseen.

B. ALKIOIDEN (prenukleaarisesta blastokystaan) vitrifikaatiomenetelma:
1. Jaa aseptisesti yksi 50 pl:n pisara ES-liuosta petrimaljan k&annettyyn kanteen (kuva 4).

2. Poista alkion tai alkioita siséltava vilielymalja lampokaapista ja tarkista naytteen laatu mikroskoopin avulla. Jos mahdollista,
valitse vain parhaan laadun alkio (alkioita) vitrifikaatioon.

3. Siirra varovasti ndyte (enintaén kaksi kerrallaan) ja minimitilavuus elatusainetta vilielymaljalta ES-pisaraan ja kéynnista ajastin.
Alkioiden pitdisi tasapainottua ES-pisaraan hitaasti ja vapaasti pudoten 610 minuutin ajan.
HUOMAUTUS 1: Nayte kutistuu ja palaa sitten asteittain alkuperaiseen kokoonsa, miké osoittaa, etté tasapainottuminen on valmis.
VAROITUS: Minimoi naytteen (tai naytteiden) altistuminen valolle ES- ja VS-pisaroissa tasapainottumisen aikana.

4. Kun tasapainottuminen ES-pisarassa on k&ynnissd, jaa aseptisesti yksi 50 pl:n pisara VS-liuosta kuvan 4 mukaisesti. Valmistele
valinnan mukainen vitrifikaatiolaite latausta varten.
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5. Huuhtele ja tayta siirtopipetin karki \VS-liuoksella juuri ennen kuin tasapainottuminen ES-pisarassa on valmis. Ime ndyte (néytteet)
jaminimitilavuus ES-liuosta pipetin kérkeen ja siirré VS-pisaraan véhintaén 30 sekunnin ajaksi. Siirré alkiot VS-pisaran pohjaan.
Kun alkiot siirret&én, ne siirtyvat kellumaan VS-pisaran yldosaan. Jotta alkioiden téydellinen huuhtelu VS-liuoksella varmistetaan,
siirré ne varovasti takaisin VS-pisaran alaosan keskelle pipetin avulla.

HUOMAUTUS 2: Tdmén toimenpiteen aikana alkiot dehydroituvat ja siirtyvat takaisin kellumaan.

6. Lataa ja sulje vitrifikaatiolaite valmistajan ohjeiden mukaisesti.

7. Aseta valinnan mukainen vitrifikaatiolaite LN -téytettyyn kryoputkeen tai (kryoputkipidikkeessé olevaan) kryoputkiastiaan, ks. kuva 3.
Sulje kryoputki (tai kryoputkiastia) korkilla tai kiinnita yldsalaisin toiseen avattuun kryoputkeen vitrifikaatiolaitteen kiinnittdmiseksi
nestetyppeen.

8. Siird LN,-sdilig lahelle LN,-kryopakastinta ja siirré kryoputkipidike siséltdineen kryopakastimeen pitkaaikaiseen sailytykseen.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisohjeet ndiden tuotteiden kayttéa varten omista laboratoriokéyténto- ja protokollaohjeistaan,
jotka on kehitetty ja optimoitu nimenomaan laboratorion omaa terveydenhuolto-ohjelmaa varten.

SAILYTYSOHJEET JA STABIILIUS
Sailyta avaamattomat pullot jadkaapissa 2-8 °C:ssa. Kun Vit Kit — Freeze NX -liuoksia séilytetdan ohjeiden mukaan, ne ovat stabiileja
etikettiin merkittyyn viimeiseen kdyttopaivaan saakka.

Kun séiliét on avattu, &la kéayta elatusainetta yli neljantoista (14) paivan ajan.

Koska tuote siséltdd ihmisperéisté materiaalia, siihen voi muodostua hieman hiukkasia sailytyksen aikana. Tdman tyyppisilla hiukkasilla
ei tiedetd olevan mitéan vaikutusta tuotteen toimintakykyyn.

VAROTOIMET JA VAROITUKSET
Téma laite on tarkoitettu avusteisiin lisdantymistoimenpiteisiin koulutetun henkildston kayttdon. Naihin toimenpiteisiin kuuluu se aiottu
kéyttd, johon tdmd laite on tarkoitettu.

Téaman laitteen kéyttajalaitoksen vastuulla on séilyttaa tuotteen jaljitettévyys, ja laitoksen on noudatettava jaljitettévyytté koskevia
asianmukaisia kansallisia saannoksié.

Ala kayta mitaan livospulloa, jos siind on vaurion tai vuodon merkkeja tai jos liuoksessa nékyy hiukkasia tai se on sameaa. Havita tuote
sovellettavien sadnndsten mukaisesti.

Kontaminaatio-ongelmien vélttdmiseksi kasittelyssa tulee noudattaa aseptisia menetelmia.
Téaman hetkinen tutkimuskirjallisuus osoittaa, etta oosyyttien ja alkioiden vitrifikaation pitk&aikaisia vaikutuksia ei tunneta.
A4 kéyta pulloa, jos sen steriili pakkaus ei ole ehja.

EU: Ihmisen veresta tai plasmasta valmistettujen la&kinnallisten tuotteiden kaytdsta johtuvien infektioiden torjunnan vakiomenetelmia
ovat luovuttajien valinta, yksittéisten luovutusten ja plasmapoolien seulonta spesifisten infektiomerkkiaineiden suhteen ja tehokkaiden
valmistusvaiheiden kayttdminen virusten inaktivointia tai poistoa varten. Tést& huolimatta ihmisen veresta tai plasmasta valmistettuja
ladkevalmisteita kaytettdessa ei voida kokonaan sulkea pois tartunnanaiheuttajien siirtymisen mahdollisuutta. Tdma koskee myés
tuntemattomia tai kehittyvid viruksia ja muita patogeeneja. Mitaan ilmoituksia todetuista virustartunnoista ei ole saatu Euroopan
farmakopeamadritysten mukaisesti vakiintuneilla menetelmilla valmistettuun albumiiniin liittyen. On erittain suositeltavaa, etta aina kun
FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. -yhtion lisdéntymismenetelmiin tarkoitettuja viljelyliuoksia annetaan potilaalle, tuotteen nimi ja erdnumero
kirjataan, jotta yhteys potilaan ja tuote-erén valilla sailyy.

USA: Tama tuote siséltad ihmisen seerumialbumiinia (HSA). Téman tuotteen valmistuksessa kaytetyn ihmisperdisen aineen
on FDA:n lisensioimilla testipakkauksilla todettu olevan ei-reaktiivista C-hepatiitin (HCV) vasta-aineille ja ihmisen immuunikatoviruksen
(HIV) vasta-aineille. Mikaan testausmenetelma ei kuitenkaan tarjoa taydellistd varmuutta siita, ettd ihmisperaiset tuotteet eivét aiheuta
tartuntaa. Kasittele kaikkea ihmisperaista materiaalia yleisia varotoimenpiteita kayttaen ikaan kuin se voisi aiheuttaa infektion. Lahdeaineiden
luovuttajat on seulottu myds CJD:n suhteen.

VASTA-AIHE
Tuote siséltad gentamysiinisulfaattia. On varmistettava tarkoituksenmukaisin varokeinoin, ettei potilas ole herkistynyt télle antibiootille.
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LATVISKI

ES BRIDINAJUMS: tikai profesionalai lieto$anai.

PAREDZETAIS LIETOJUMS
Vit Kit - Freeze NX” ir paredzéts lietoSanai ar paliglidzekliem veicamas reproduktivajas procedaras cilvéka ovocitu (MIl), pronuklearu
(PN) zigotu lidz embriju 3. dali$anas dienai, ka arT blastocistu stadijas embriju vitrifikacijai un uzglabasanai.

IERICES APRAKSTS
wEquilibration NX-ES” ir duals ,Continuous Single Culture Medium” (CSCM) buferskidums (HEPES & MOPS), kas satur gentamicina
sulfatu, pa 7,5% (v/v) DMSO un etilenglikola, ka art 20% (v/v) ,Dextran Serum Supplement” (DSS).

,Vitrification NX-VS” ir duals ,Continuous Single Culture Medium” (CSCM) buferskidums (HEPES & MOPS), kas satur gentamicina
sulfatu, pa 15% (v/v) DMSO un etilénglikola, ka arf 20% (v/v) DSS un 0,5 M trehalozes.

»Washing NX-WS (WS)” ir duals ,Continuous Single Culture Medium” (CSCM) (HEPES un MOPS) buferskidums, kas satur
gentamicina sulfatu un 20% DSS.

DSS ir proteTnu piedeva, kas sastav no 50 mg/ml terapeitiskas kategorijas cilvéka seruma albumina (HSA) un 20 mg/ml dekstrana.
DSS 20% (v/v) lieto , Vit Kit — Freeze NX”, ieglstot 10 mg/ml galigo HSA un 4 mg/ml dekstrana koncentraciju.

Sie &kidumi ir jalieto secigi saskana ar soli pa solim veicamo mikropiliena vitrifikacijas protokolu.

SASTAVS
Sali un joni Aminoskabes L-fenilalanins Enerdijas avoti
Kalija fosfats L-arginins L-serins Dekstroze
Natrija hlorids Glicins L-treonins Pirovinogskabes natrija sals
Kalija hlorids L-histidins L-triptofans Natrija laktats
Magnija sulfats L-lizins L-valins
Kalcija hlorTds L-prolins L-cistins Proteini
L-tirozins ﬁ lbumins. HSA
. L-alanins Antioksidanti ilvéka seruma albumins,
Buferskidums L-asparaginskabe atriia citra
Natrija bikarbonats L-asgaragms Egt'lr'llj-\a oirets Krioprotektanti
HEPES L-glutaminskabe "
MOPS L-izoleicins Dekstrans
L-leicins Antibiotikas Drehaloze
T _ . _ ilenglikols
Il:_frigglclml}ngslutamms Gentamicina sulfats Dimetilsulfoksids

KVALITATES NODROSINASANA
Vit Kit - Freeze NX” $kidumi ir filtréti caur membranu un aseptiski apstradati saskana ar apstiprinatam razo$anas procedaram.

Katra , Vit Kit - Freeze NX" partija tiek testéta, izmantojot turpmak minétos testus.

+  Endotoksini - ar Limulus amebocita lizata (LAL) metode(< 0,6 EV/ml), izmantojot ASV farmakopejas (United States Pharmacopoeija—
USP) baktériju endotoksinus <85> un Eiropas farmakopeja (European Pharmacopoeia — Eur. Ph. 2.6.14).

+ Peles embrija parbaude (= 80% paplasinataja blastocistu stadija).

« Sterilitate ar pasreizéjo USP sterilitates testu <71>, Eur. Ph. 3.2 (izpildits).

Visi rezultati tiek zinoti katrai partijai Tpa$a analizes sertifikata, kas ir pieejams péc pieprasijuma.

NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NETIEK IEKLAUTI

+ Vitrifikacijas ierice péc izvéles

+ Sterili Petri traucini (50 X 9 mm, Falcon 351006 vai lidzvértigi)

+ Kriostobrini (4,5 ml) vai kausini un krioturétaji

+ Hialuronidaze (kataloga Nr. 90101) ovocttu vitrifikacijai

* Vienreizlietojami cimdi

+ Pipetes parnesei (izstiepta stikla pipetes vai mikropipe$u uzgali ar uzgala iek3&jo diametru ~200 pum)
+ Pincetes vai knaiblites

+ Hronometrs vai taimeris

+ Skidra slapekla rezervuars (Djuara vai putuplasta trauks ar vaku, tilpums 1-2 )
+ Skidrais slapeklis (pietiekami daudz 4 collu biezam slanim rezervuara)

LIETOSANAS NORADIJUMI
Vit Kit - Freeze NX” komponentiem izvirzitas prasibas (atbilstosi lietoSanas veidam):
+Equilibration NX-ES” (ES):

60 pl ovocttu vitrifikacijas protokolam

vai

50 pl embriju vitrifikacijas protokolam
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,Vitrification NX-VS” (VS):

50 pl jebkuram no abiem vitrifikacijas protokoliem
,Washing NX-WS” (WS):

20 pl ovocttu vitrifikacijas protokolam

VITRIFIKACIJAS PROTOKOLS:

PIEZIME: procedaras ir javeic istabas temperatara (20-27 °C). NELIETOJIET sakarsétu mikroskopa platformu turpmak minétajam
proceddram. UZMANIBU! Parauga lidzsvaro$anas ES un VS $kidumos laika maksimali samaziniet gaismas iedarbibu.

1.

~N o oW

LietoSanai paredzéta ES, VS un WS daudzumu sasildiet l1dz istabas temperatirai (20-27 °C).

PIEZIME: ja katru reizi nepiecie$ama dala ES, VS vai WS flakona, tos nedrikst pilniba atkartoti sasildit lidz istabas temperatrai.
Labak sadalit lietoSanai paredzéto daudzumu vienadas dalas un flakonus novietot atpakal 2-8 °C uzreiz péc sadali$anas.
,Washing NX" (WS) lieto ovocTtu vitrifikacijai.

. Skidra slapekia rezervuaru uzpildiet ar dkidro slapeli (SSQ) — pietiekami daudz 4 collu biezam slanim vai ari, lai pilniba iegremdétu

kriostobrinu uz krioturétaja, un novietojiet blakus mikroskopam. Kriostobrinu vai kriokausinu (bez vacina) pievienojiet krioturétaja
apaksejai skavai un iemérciet Skidraja slapekl, lai sagatavotos vitrificéto paraugu uzglabaanai.

. Nosakiet vitrificgjamo paraugu skaitu.

. Katru sterilo Petri traucinu (vai vacinu) un kriouzglabaSanas ierici markgjiet ar nepiecieSamo informaciju.
. Pirms procediiras sak$anas riipigi parbaudiet vitrifikacijas ierici.

. Pirms lieto$anas saudzigi apgrieziet ES un VS flakonus, lai samaisTtu saturu.

. Sagatavojiet traucinu ar $kidumu pilieniem vitrifikacijas proceddrai, rikojoties turpmak minétaja veida.

A. OVOCITU (MIl) vitrifikacijas protokols
1. PIEZIME: iegtie ovoctti tiek attiriti ar hialuronidazi, lai apstiprinatu, ka tie ir MII.
2. PIEZIME: embriju vitrifikacijas protokolu skatit B sadala.
1. Aseptiska veida piliniet pa vienam WS, ES1 & ES2 20 pl $kiduma pilienam tuvu vienu otram un ES3 uz otradi apgriezta sterila
Petri traucina vacina, ka paradtts 1. attéla, un novietojiet traucinu uz mikroskopa platformas:
* viens 20 pl piliens WS
+ r1s 20 pl pilieni (kopa 60 i) ES (ES1, ES2, ES3)
2. lznemiet kultdras traucinu ar Ml ovocitiem no inkubatora un mikroskopa parbaudiet parauga(-u) kvalitati. Ja iesp&jams, izvélieties
tikai vislabakas kvalitates Ml stadijas ovocTtus.
UZMANIBU! Parauga(-u) lidzsvarosanas WS, ES un VS pilienos laika maksimali samaziniet gaismas iedarbibu.
3. Ovocitu (Iidz 2 vienlaicigi) ar minimalu Skidruma daudzumu no kultdras traucina (inkubatora) uz vienu mindti parmesiet WS 20 pl
piliena.
4. lzmantojot parne$anai paredzétas pipetes uzgali, WS pilienu sapludiniet ar ES1 (skatit 1. attéla 1. bultinu) un |aujiet 2 mindtes
notikt abu Skidrumu spontanai saplt$anai.
5. Tad ES2 (2. bultina) sapludiniet ar ieprieks sapludinatajiem pilieniem un atstajiet uz 2 minatem.

Piezime: ovocita(-u) lidzsvaro$ana ES3 Ir pabeigta, kad ol$tnas caurspidigais apvalka (zona pellucida) un perivitelinas telpas
biezums ir vienads. Ovocts(-i) piliena nogulsnésies parasti 3 minasu laika.

7. Lidzsvaro$anas laika ES3 aseptiska veida parnesiet vienu (1) 50 pl pilienu VS, lai pabeigtu lldzsvaroSanu un sagatavojiet izvéléto
vitrifikacijas ierici uzpildidanai (2. attéls).

8. 80-110 sekundés javeic talak noraditas darbibas (9-13).
UZMANIBU! Lai nepielautu citotoksicitati, VS iedarbiba uz paraugiem ir jaierobezo. Paraugam(-iem) ir ticksme peldét VS, tapéc
pielagojiet mikroskopa fokusu, lai saglabatu nepartrauktu vizualizaciju iedarbibas laika, bet parnesanai paredzétas pipetes uzgali
turiet tuvuma, lai nodrosinatu atru parnesanu no viena piliena uz otru. Skatit 2. attélu.

9. lIzskalojiet parne$anai paredzéto pipetes uzgali un uzpildiet to ar VS tiesi pirms Ilidzsvaro$ana ES ir pabeigta, atstciet pipetes
uzgalt paraugu(-us) ar minimalu ES daudzumu, un parnesiet tos VS piliena uz 50-60 sekundém. OvocTtus ievadiet VS apaksgja
dala. levadi$anas laika ovociti uzpeldés VS. Lai nodro$inatu kartigu skalo$anu VS, ar pipetes palidzibu saudzigi parvietojot
ovocttus atpakal leja VS centralaja dala.

S procesa laika ovoctti tiks dehidratéti un atkal uzpeldas.

10. Uzpildiet un noslédziet vitrifikacijas ierici, ka noradijis razotajs.

11. Izvéleto vitrificéto paraugu(-s) izvélétaja vitrifikacijas iericé ievietojiet iegremdétaja ar SSZ iegremdétaja uzpilditaja kriostobrina
vai kriokausina (uz krioturétaja), ka noradits 3. attéla. Uzlieciet kriostobrinam (vai kriokausinam) vacinu vai ari pievienojiet otradi
ar vél vienu kriostobrinu bez vacina, lai nodroSinatu, ka vitrificéta ierice paliek Skidraja slapekIr.

12. 832 rezervuaru parvietojiet blakus 552 kriosaldétajam un krioturétaju ar saturu parnesiet uz kriosaldétaju ilgstosai uzglabasanai.

B. EMBRIJU (PN vai blastocistas) vitrifikacijas protokols:

1. Aseptiska veida vienu 50 pl pilienu ES piliniet uz otradi apgriezta Petri traucina vaku (skatit 4. attélu).

2. lznemiet kultdras traucinu ar embriju(-iem) no inkubatora un mikroskopa parbaudiet parauga(-u) kvalitati. Ja iesp&jams, izvélieties
tikai vislabakas kvalitates embriju(-s).

3. Paraugu (ne vairak par diviem vienlaicigi) no kultdras traucina saudzigi, kopa ar minimalu barotnes daudzumu, pamesiet uz ES
pilienu un iedarbiniet taimeri.
Embrijiem ES piliena jalidzsvarojas Ieni brivaja kritiena 6-10 mintsu laika.
1. PIEZIME: paraugs saruks, bet tad pakapeniski atgiis savu sakotngjo izméru, kas liecinas, ka lidzsvaro$ana ir pabeigta.
UZMANIBU! Parauga(-u) lidzsvaroanas ES un VS pilienos laika maksimali samaziniet gaismas iedarbibu.
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4. Sis lidzsvaro$anas laika ES aseptiska veida parnesiet vienu 50 pl pilienu VS 8kiduma, ka paradits 4. attéla, un sagatavojiet
uzpildidanai izveléto vitrifikacijas ierici.

5. lzskalojiet parne$anai paredzéto pipetes uzgali un uzpildiet to ar VS tiesi pirms lidzsvaro$ana ES ir pabeigta, atstciet pipetes
uzgalT paraugu(-s) ar minimalu ES daudzumu, un pamesiet tos VS piliena uz vismaz 30 sekundém. Embrijus ievadiet VS apakséja
dala. levadi$anas laika embriji uzpeldés VS. Lai nodrosinatu kartigu skalo$anu VS, ar pipetes palidzibu saudzigi parvietojot
embrijus atpakal leja VS centralaja dala.

2. PIEZIME: procesa laika embrii tiks dehidratéti un atkal uzpeldés.

6. Uzpildiet un noslédziet vitrifikacijas ierici, ka noradijis razotajs.

7. lzveléto vitrificeto vitrifikacijas ierici ievietojiet iegremdétaja ar SSZ iegremdétaja uzpildtaja kriostobrina (vai krioturétaja),
ka noradits 3. attéla. Uzlieciet kriostobrinam (vai kriokausinam) vacinu vai arT pievienojiet otradi ar vél vienu kriostobrinu bez
vacina, lai nodroSinatu, ka vitrificéta ierice paliek Skidraja slapekIt.

8. SS2 rezervuaru parvietojiet blakus éSz kriosald&tajam un krioturétaju ar saturu parnesiet uz kriosaldétaju ilgstosai uzglabasanai.

Papildu informacija par $o izstradajumu lietoSanu meklgjama katras laboratorijas proceddru aprakstos un protokolos, kas Tpasi izstradati
un optimizéti individualajai mediciniskajai programmai.

GLABASANAS NORADIJUMI UN STABILITATE
Neatvértus flakonus uzglabajiet ledusskapt 2-8 °C temperattra. Uzglabajot, ka noradtts, , Vit Kit - Freeze NX Solutions” ir stabils lidz
deriguma termina beigu datumam, kas noradits flakonu etiketés.

Barotnes péc trauku atvérSanas drikst lietot ne ilgak par cetrpadsmit (14) dienam.

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 )
Stierice ir paredzéta lietoSanai darbiniekiem, kas apguvusi ar paliglidzekliem veicamas reproduktivas procediras. STs procedaras ietver
noradito izmanto$anu, kurai 8T ierice ir paredzéta.

Par izstradajuma izsekojamibas uzturéSanu atbild s ierices lietotaja iestade, kurai jaievéro valsts noteikumi par izsekojamibu, ja tadi ir.

Nelietojiet nevienu $kidruma flakonu, ja tas izskatas bojats, tek, taja ir redzamas dalinas un dulkainums. Produktu likvidét saskana
ar speka esoSajiem noteikumiem.

Lai izvairitos no kontaminacijas raditam problémam, rikojieties, izmantojot aseptiskas metodes.
Lidz $im publicétie pétijumos iegtie 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,
atseviS$ku donoru materialu un plazmas fondu skrinings, lai noteiktu konkrétus infekcijas markierus, un efektivas razo$anas procesa
ieklautas darbibas, lai inaktivétu/atdalitu virusus. Neraugoties uz to, ievadot no cilvéka asinim vai plazmas pagatavotus medikamentus,
nevar pilniba izslégt infekciozu vielu parne$anas iespéju. Tas attiecas arf uz nezinamiem vai jaunatklatiem virusiem un citiem patogéniem.
Nav zinots par pieraditiem virusu parnes$anas gadijumiem, lietojot albuminu, kas izgatavots ar visparatzitiem panémieniem saskana ar
Eiropas Farmakopejas specifikacijam. Katru reizi, pacientam ievadot ,FUJIFILM Irvine Scientific, Inc.” reproduktivam procedtram paredzéto
barotnu produktus, stingri ieteicams pierakstit produkta nosaukumu un sérijas numuru, lai saglabatu saikni starp pacientu un produkta sériju.

ASV. Sis produkts satur cilveka seruma albuminu (HSA). Cilvéka izcelsmes materials, kas izmantots §T produkta izgatavosana, ir parbaudits
ar FDA apstiprinatiem komplektiem, un konstatéts, ka tas nereagé ar antivielam pret C hepatitu (HCV) un antivielam pret cilveka imandeficita
virusu (HIV). Tomér neviena parbaudes metode pilntba negaranté, ka no cilvéka izejmateriala iegti produkti nav infekciozi. Ar visiem
cilveka izcelsmes materialiem rikojieties ta, it ka tie spétu parest infekciju, ievérojot visparéjus piesardzibas pasakumus. Izmantojama
materiala donori tiku$i parbauditi arf attieciba uz KJS.

KONTRINDIKACIJAS

Produkts satur gentamicina sulfatu. Lai parliecinatos, ka pacientam nav paaugstinatas jutibas pret $o antibiotiku, javeic atbilstosi
piesardzibas pasakumi.
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NEDERLANDS
WAARSCHUWING (EU): Alleen voor professioneel gebruik.

BEOOGD GEBRUIK

Vit Kit - Freeze NX is bestemd voor gebruik bij geassisteerde voortplantingsprocedures voor vitrificatie en bewaring van menselijke
odcyten (MII), pronucleaire (PN) zygoten van embryo’s tot en met dag 3 van de splitsingsfase en embryo’s in het blastocyststadium.
BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL

Equilibration NX-ES is een dubbel gebufferde oplossing (HEPES en MOPS) van Continuous Single Culture Medium (CSCM) die
gentamicinesulfaat, 7,5% (v/v) van zowel DMSO als ethyleenglycol, en 20% (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS) bevat.

Vitrification NX-VS is een dubbel gebufferde oplossing (HEPES en MOPS) van CSCM die gentamicinesulfaat, 15% (v/v) van zowel
DMSO als ethyleenglycol, 20% (v/v) DSS en 0,5 M trehalose bevat.

Washing NX-WS is een dubbel gebufferde oplossing (HEPES en MOPS) van CSCM die gentamicinesulfaat en 20% 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 — Freeze NX tot een eindconcentratie van 10 mg/ml HSA en 4 mg/ml dextran.

Deze oplossingen moeten achtereenvolgens gebruikt worden volgens het stapsgewijze vitrificatieprotocol met microdruppels.

SAMENSTELLING

Zouten en ionen Aminozuren L-fenylalanine Energiesubstraten
Kaliumfosfaat L-arginine L-serine Dextrose
Natriumchloride Glycine L-treonine Natriumpyruvaat
Kaliumchloride L-histidine L-tryptofaan Natriumlactaat
Magnesiumsulfaat L-lysine L-valine
Calciumchloride L-proline L-cystine Eiwit
L-tyrosine Elwit .
Buffer L-alanine Antioxidanten Menselijk serumalbumine, HSA
Natriumbicarbonaat L-asparaginezuur Natriumcitraat
HEPES L-asparagine EDTA Cryoprotectanten
L-glutaminezuur
MOPS L-isoleucine Dextran
L-leucine Antibiotica Trehalose
L-alanyl-L-glutamine Gentamicinesulfaat Ethyleenglycol
L-methionine Dimethylsulfoxide
KWALITEITSBORGING

De oplossingen in Vit Kit - Freeze NX zijn membraangefilterd en op aseptische wijze verwerkt volgens productieprocedures die zijn
gevalideerd.

Elke partij Vit Kit - Freeze NX ondergaat de volgende tests:

« Endotoxine middels de Limulus Amebocyte Lysate (LAL)-methode (< 0,6 EU/ml) met de Amerikaanse Pharmacopeia Bacterial
Endotoxins <85> en de Europese Farmacopee 2.6.14

» Muisembryoassay (eencellig) (= 80% geéxpandeerde blastocysten)

« Steriliteit met de huidige Amerikaanse Pharmacopeia Sterility Test <71>, Europese Farmacopee 3.2 (voldoet)

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

MATERIALEN DIE VEREIST, MAAR NIET MEEGELEVERD ZIJN

+ Vitrificatiehulpmiddel naar eigen keuze

+ Steriele petrischalen (50 x 9 mm, Falcon 351006 of equivalent)

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

+ Hyaluronidase (catalogusnr. 90101) voor vitrificatie van odcyten

« Disposable handschoenen

+ Transferpipetten (getrokken glazen pipetten of micropipetpunten waarbij de punt een binnendiameter heeft van ~200 pym)
* Pincet of forceps

* 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 te verkrijgen in de tank)

AANWIJZINGEN VOOR GEBRUIK
Vereiste componenten voor Vit Kit - Freeze NX (per toepassing):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 i voor het vitrificatieprotocol voor odcyten
of
50 pl voor het vitrificatieprotocol voor embryo’s
+  Vitrification NX-VS (VS):
50 pl voor beide vitrificatieprotocollen
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl voor het vitrificatieprotocol voor odcyten
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VITRIFICATIEPROTOCOL:

NB: Procedures moeten plaatsvinden bij kamertemperatuur (20-27 °C). Gebruik GEEN verwarmde microscooptafels voor de volgende
procedures. VOORZICHTIG: Beperk tijdens het equilibreren in ES- en VS-oplossingen de blootstelling van monsters aan licht tot het
minimum.

1.

~N o o~ W

Breng de te gebruiken hoeveelheid van ES, VS en WS op kamertemperatuur (20-27 °C).

NB: De flacons met ES, VS en WS mogen in hun geheel niet herhaaldelijk op kamertemperatuur worden gebracht wanneer telkens
slechts een deel van de oplossing nodig is. Het is beter om de te gebruiken hoeveelheid te verdelen in kleinere hoeveelheden en de
flacons na het verdelen opnieuw bij 2-8 °C te plaatsen. Washing NX (WS) wordt gebruikt voor vitrificatie van odcyten.

. Vul de vioeibare-stikstoftank met vioeibare stikstof (LN,) - voldoende om een diepte van 4 inch te verkrijgen of om het cryobuisje

op de cryohouder volledig onder te dompelen — en plaats de tank nabij de microscoop. Breng een cryobuisje of beker (zonder dop)
in de klem op de bodem van een cryohouder in en dompel deze onder in de vioeibare stikstof ter voorbereiding van bewaring van
de gevitrificeerde monsters.

. Bepaal het aantal monsters voor vitrificatie.

. Label elke steriele petrischaal (of deksel) en bewaarhulpmiddel voor cryobuisjes met de nodige informatie.
. Controleer het vitrificatiehulpmiddel zorgvuldig voordat u start met de procedure.

. Keer vaor gebruik elke flacon met ES en VS voorzichtig om, zodat de inhoud gemengd wordt.

. Prepareer als volgt de schaal met druppels van de oplossingen voor de vitrificatieprocedure:

A. Vitrificatieprotocol voor OOCYTEN (MI):
OPMERKING 1: Opgehaalde odcyten worden met hyaluronidase gedenudeerd om te bevestigen dat ze Ml zijn.
OPMERKING 2: Raadpleeg deel B voor het vitrificatieprotocol voor embryo’s.

1. Pipetteer op aseptische wijze een druppel van 20 pl van WS, ES1 en ES2 dicht bij elkaar en ES3 op een omgekeerde deksel
van een steriele petrischaal, zoals weergegeven in afbeelding 1, en plaats de schaal op de microscooptafel:
*  ééndruppel WS van 20 pl
+ drie druppels van 20 pl (60 pl in totaal) van ES (ES1, ES2, ES3)

2. Neem de kweekschaal met MIl odcyten uit de incubator en controleer de kwaliteit van de monsters onder de microscoop.
Selecteer, indien mogelijk, alleen de odcyt(en) in Mil-fase van de beste kwaliteit.

VOORZICHTIG: Beperk tijdens het equilibreren in de WS-, ES- en VS-druppels de blootstelling van monsters aan licht tot het
minimum.

3. Breng de odcyt(en) (maximaal 2 tegelijk) met een minimaal volume medium over van de kweekschaal (in de incubator) in de
druppel WS van 20 pl gedurende één minuut.

4. Meng de druppel WS met ES1 (zie afbeelding 1, pijl 1) met de punt van de transferpipet en laat de twee oplossingen vanzelf
mengen gedurende 2 minuten.

5. Meng vervolgens de druppel ES2 (pijl 2) met de eerder gemengde druppels en wacht 2 minuten.

6. Breng de odcyt(en) met een minimaal volume oplossing over van de gemengde druppel naar de druppel ES3 gedurende
6-10 minuten.

NB: Het equilibreren van odcyten in ES3 is voltooid wanneer de dikte van de zona pellucida en van de perivitelline ruimte gelijk
is. De odcyt(en) zet(ten) zich doorgaans binnen 3 minuten neer op de bodem van de druppel.

7. Pipetteer, tijdens het equilibreren in ES3, op aseptische wijze één (1) druppel van 50 pl VS voordat de het equilibreren voltooid
is en prepareer het geselecteerde vitrificatiehulpmiddel voor het laden (afbeelding 2).

8. De volgende stappen (9-13) moeten binnen 80-110 seconden voltooid zijn.

VOORZICHTIG: Blootstelling van monsters aan VS moet beperkt worden om cytotoxiciteit te voorkomen. Monsters hebben
de neiging te zweven in VS. Daarom moet de focus via de microscoop worden aangepast voor continue visualisatie tijdens
blootstelling en moet de punt van de transferpipet dichtbij worden gehouden, zodat overbrenging tussen druppels snel kan
plaatsvinden. Zie afbeelding 2.

9. Spoel en vul de punt van de transferpipet met VS net voordat het equilibreren in ES voltooid is, zuig het (de) monster(s) met
een minimaal volume ES op in de punt van de pipet en breng het (ze) over in de druppel VS gedurende 50-60 seconden.
Laat de odcyten op de bodem van VS los. Bij het loslaten zullen de odcyten naar de bovenkant van VS zweven. Om te
verzekeren dat volledig is gespoeld met VS, beweegt u de odcyten voorzichtig opnieuw naar het midden van de bodem van
VS door te pipetteren.

Tijdens dit proces worden de odcyten gedehydrateerd en gaan ze opnieuw zweven.

10. Laad en verzegel het vitrificatiehulpmiddel volgens de instructies van de fabrikant.

11. Plaats het vitrificatiehulpmiddel van eigen keuze in hetin LN, ondergedompelde, gevulde cryobuisje of de beker (op de cryohouder)
- zie afbeelding 3. Doe de dop op het cryobuisje (of de beker) of bevestig het ondersteboven op een ander cryobuisje, zonder
dop, om het gevitrificeerde hulpmiddel in vioeibare stikstof te kunnen plaatsen.

12. Breng de tank met LN, dicht bij de LN,-cryovriezer en breng de cryohouder met inhoud over naar de cryovriezer voor langdurige
bewaring.

B. Vitrificatieprotocol voor EMBRYOQ’S (PN tot blastocyst):
1. Pipetteer op aseptische wijze één (1) druppel ES van 50 ul op een omgekeerde deksel van een petrischaal (afbeelding 4).
2. Neem de kweekschaal met embryo(’s) uit de incubator en controleer de kwaliteit van het (de) monster(s) onder de microscoop.
Selecteer voor vitrificatie, indien mogelijk, het (de) embryo(’s) van de beste kwaliteit.
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3. Breng voorzichtig het (de) monster(s) (maximaal twee tegelijk) met een minimaal volume medium over van de kweekschaal

naar de druppel ES en start de timer.

Embryo’s moeten langzaam equilibreren in de druppel ES middels vrije val gedurende 6-10 minuten.

OPMERKING 1: Het monster zal krimpen en daarna geleidelijk opnieuw zijn oorspronkelijke grootte aannemen, wat erop duidt
dat het equilibreren voltooid is.

VOORZICHTIG: Beperk tiidens het equilibreren in de ES- en VS-druppels de blootstelling van monsters aan licht tot het minimum.

4. Pipetteer, tijdens dit equilibreren in ES, op aseptische wijze één (1) druppel VS-oplossing van 50 pl, zoals weergegeven
in afbeelding 4, en prepareer het gekozen vitrificatiehulpmiddel voor het laden.

5. Spoel en vul de punt van de transferpipet met VS net voordat het equilibreren in ES voltooid is, zuig het (de) monster(s) met
een minimaal volume ES op in de punt van de pipet en breng het (ze) over in de druppel VS gedurende 30 seconden. Laat de
embryo’s op de bodem van VS los. Bij het loslaten zullen de embryo’s naar de bovenkant van VS zweven. Om te verzekeren
dat .volledig is gespoeld met VS, brengt u de embryo’s voorzichtig opnieuw naar het midden van de bodem van VS door
te pipetteren.

OPMERKING 2: Tijdens dit proces worden de embryo’s gedehydrateerd en gaan ze opnieuw zweven.

6. Laad en verzegel het vitrificatiehulpmiddel volgens de instructies van de fabrikant.

7. Plaats het gevitrificeerde vitrificatiehulpmiddel van eigen keuze in het in LN, ondergedompelde, gevulde cryobuisje of de beker
(op de cryohouder) (zie afbeelding 3). Doe de dop op het cryobuisje (of de beker) of bevestig het ondersteboven op een ander
cryobuisje, zonder dop, om het gevitrificeerde hulpmiddel in vioeibare stikstof te kunnen plaatsen.

8. Ereng.de tank met LN, dicht bij de LN,-cryovriezer en breng de cryohouder met inhoud over naar de cryovriezer voor langdurige

ewaring.

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 Vit Kit - Freeze NX-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 veertien (14) dagen 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. 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 o6cyten 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 Vit Kit - Freeze NX jest przeznaczony do uzytku w procedurach wspomaganego rozrodu, ktére obejmujg witryfikacje
i przechowywanie ludzkich oocytéw (MII), zygot, w ktérych obecne sa przedjadrza (PN), do 3. dnia bruzdkowania w rozwoju
zarodkowym oraz zarodkéw w stadium blastocysty.

OPIS WYROBU

Roztwdr Equilibration NX-ES to roztwdr pozywki Continuous Single Culture Medium (CSCM) buforowany podwdjnie (HEPES
i MOPS), zawierajacy siarczan gentamycyny, 7,5-procentowy (stez. obj.) DMSO, 7,5-procentowy (stez. obj.) glikol etylenowy

i 20-procentowy (stez. obj.) dodatek Dextran Serum Supplement (DSS).

Roztwor Vitrification NX-VS to roztwor pozywki CSCM buforowany podwdjnie (HEPES i MOPS), zawierajacy siarczan gentamycyny,
15-procentowy (stez. obj.) DMSO, 15-procentowy (stez. obj.) glikol etylenowy, 20-procentowy (stez. obj.) dodatek DSS i roztwoér
trehalozy w stezeniu 0,5 M.

Roztwér Washing NX-WS to roztwor pozywki CSCM buforowany podwojnie (HEPES i MOPS), zawierajacy siarczan gentamycyny
i 20-procentowy 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 — Freeze NX w stezeniu 20-procentowym (stez. obj.), co daje korcowe
taczne stezenie HSA réwne 10 mg/ml i dekstranu réwne 4 mg/ml.

Roztworéw tych nalezy uzywa¢ w odpowiedniej kolejnosci zgodnie z protokotem witryfikacji, ktory obejmuje sekwencyjne przenoszenie
oocytow/zarodkéw do mikrokropelek.

SKLAD
Sole i jony Aminokwasy L-fenyloalanina Substraty energetyczne
Fosforan potasu L-arginina L-seryna Dekstroza
Chlorek sodu Glicyna L-treonina Pirogronian sodu
Chlorek potasu L-histydyna L-tryptofan Mleczan sodu
Siarczan magnezu L-lizyna L-walina
Chlorek wapnia L-prolina L-cysteina Biatk
L-tyrozyna lalko . -
Buf L-alanina Antyoksydanty Albumina surowicy ludzkiej,
outor Kwas L-asparaginowy Cytrynian sodu HSA
Wodoroweglan sodu L-asparagina
HEPES Kwas L-glutaminowy Krioprotektant
MOPS L-izoleucyna E r—
|_.|eucyna Antybiotyki ?ekhStlran
B " ; : rehaloza
I[_;Ig%lnomléglutamma Siarczan gentamycyny Glikol etylenowy
Dimetylosulfotlenek
ZAPEWNIENIE JAKOSCI

Roztwory dostarczone w zestawie Vit Kit - Freeze NX s filtrowane membranowo i przetwarzane aseptycznie zgodnie ze zweryfikowanymi
procedurami wytwarzania.

Kazda seria zestawu Vit Kit - Freeze NX jest poddawana nastepujacym testom:

+ Badanie pod katem obecno$ci endotoksyn metoda Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (<0,6 EU/ml); Farmakopea Amerykariska (USP),
rozdziat Bacterial Endotoxins <85> i Farmakopea Europejska (Ph. Eur.), monografia 2.6.14

« Badanie na zarodku mysim (jednokomorkowym) (rozwéj 280% sposréd jednokomérkowych zarodkéw w stadium blastocysty)

+ Badanie sterylnosci, zgodnie z najnowszym badaniem sterylno$ci wg Farmakopei Amerykanskiej (USP) <71> oraz monografii
Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.) 3.2 (wymagania spetnione)

Wszystkie wyniki s3 notowane na swoistym dla danej serii Swiadectwie analizy, ktore jest dostepne na zadanie.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

+ Wybrany wyréb do witryfikacji

+ Sterylne szalki Petriego (50 X 9 mm, Falcon 351006 lub odpowiednik)

+ Krioprobowki (4,5 ml) lub kubki i prety kriogeniczne

+ Hialuronidaza (nr katalogowy 90101) do witryfikacji oocytow

+ Jednorazowe rekawiczki

+ Pipety transferowe (pipety szklane lub koricowki do mikropipet o wewnetrznej $rednicy korcowki ~200 pm)
+ Peseta lub szczypce

« Stoper lub minutnik

+ Zbiornik na ciekty azot (dewar lub pojemnik styropianowy z wieczkiem, objetos¢ 1-2 1)
« Ciekly azot (objetos¢ wystarczajaca do napetnienia zbiornika do gtebokosci 4 cali)
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INSTRUKCJA UZYCIA

Wy,

mogi dotyczace objetosci sktadnikéw zestawu Vit Kit - Freeze NX (na jedno zastosowanie):

Equilibration NX-ES (ES):
60 pl w przypadku protokotu witryfikacji oocytow
lub

50 pl w przypadku protokotu witryfikacji zarodkow
Vitrification NX-VS (VS):

50 I niezaleznie od stosowanego protokotu witryfikacji
Washing NX-WS (WS):

20 pl w przypadku protokotu witryfikacji oocytow

PROTOKOL WITRYFIKACJ!:

UWAGA: Procedury nalezy wykonywaé w temperaturze pokojowej (20-27°C). Podczas wykonywania ponizszych procedur NIE NALEZY
korzysta¢ z podgrzewanego stolika mikroskopowego. PRZESTROGA: Podczas réwnowazenia oocytéw/zarodkéw w roztworach ES i VS
nalezy zminimalizowac ich ekspozycje na $wiatto.

1.

Doprowadzi¢ odpowiednie objetosci roztworéw ES, VS i WS do temperatury pokojowej (20-27°C).

UWAGA: Nalezy unika¢ wielokrotnego doprowadzania catej zawartosci fiolek z roztworami ES, VS i WS do temperatury pokojowej,
gdy za kazdym razem potrzebna jest tylko porcja kazdego roztworu. Lepszym rozwigzaniem jest wydzielenie z ich zawarto$ci porcji,
ktéra ma zosta¢ uzyta, a nastepnie umieszczenie fiolek z powrotem w temperaturze 2-8°C. Roztwoér Washing NX (WS) jest uzywany
do witryfikacji oocytow.

. Napetnic zbiomik na ciekly azot cieklym azotem (LN,) — objeto$cia wystarczajaca do napetnienia zbiornika do gtebokosci 4 cali lub

catkowitego zanurzenia krioprobdwki znajdujacej sie na precie — i umiesci¢ go w poblizu mikroskopu. Przymocowa¢ krioprobowke lub
kubek (bez zatyczki) do dolnego zacisku preta kriogenicznego i zanurzy¢ w ciektym azocie w celu przygotowania do przechowywania
oocytow/zarodkéw po witryfikacii.

. Okresli¢ liczbg oocytow/zarodkéw poddawanych witryfikacii.
. Oznaczy¢ odpowiednimi danymi kazda sterylng szalke Petriego (lub wieczko) oraz wyréb do przechowywania prébek w warunkach

kriogenicznych.

. Przed rozpoczeciem procedury uwaznie obejrze¢ wyréb stosowany do witryfikacji.
. Przed uzyciem delikatnie odwréci¢ kazda fiolke roztworu ES i VS, aby wymiesza¢ zawarto$¢ fiolek.
. Przygotowac szalke z kropelkami roztworéw do procedury witryfikacji zgodnie z ponizszym opisem:

A. Protokot witryfikacji OOCYTOW (MIl):
UWAGA 1: W celu potwierdzenia stadium MII pobrane oocyty sa poddawane denudaciji hialuronidaza.
UWAGA 2: Protokot witryfikacji zarodkéw znajduje sie w czesci B.
1. W sposéb aseptyczny nanies¢ kropelki o objetosci 20 pl na odwrdcone wieczko sterylnej szalki Petriego — kropelki WS, ES1iES2
w niewielkiej odlegtosci od siebie oraz kropelke ES3 — zgodnie z Ryc. 1, a nastepnie umiesci¢ szalke na stoliku mikroskopowym:
+ jedna kropelka roztworu WS o objetosci 20 pl
+ trzy kropelki roztworu ES (ES1, ES2, ES3) o objetosci 20 pl kazda (tacznie 60 pl)
2. Wyja¢ naczynie hodowlane zawierajace oocyty w stadium MII z inkubatora i sprawdzi¢ ich jako$¢ pod mikroskopem. Jesli jest
to mozliwe, wybra¢ jedynie oocyty w stadium Ml charakteryzujace si¢ najlepsza jakoscia.
PRZESTROGA: Podczas réwnowazenia oocytow w kropelkach roztwordw WS, ES i VS nalezy zminimalizowa¢ ich ekspozycje
na $wiatfo.
3. Przenie$¢ oocyty (maksymalnie 2 jednocze$nie) w minimalnej objetosci pozywki z naczynia hodowlanego (z inkubatora) do kropelki
roztworu WS o objetosci 20 ul i pozostawic¢ na jedna minute.
4. Potaczy¢ kropelke roztworu WS z kropelkg ES1 (patrz Ryc. 1, strzatka 1), uzywajac koficowki pipety transferowej, i pozostawi¢
na 2 minuty, aby umozliwi¢ samoistne wymieszanie si¢ obu roztworow.
5. Nastepnie potaczy¢ kropelke ES2 (strzatka 2) z uprzednio potgczonymi kropelkami i pozostawi¢ na 2 minuty.
6. Przenies¢ oocyty w minimalnej objetosci roztworu uzyskanego w wyniku potaczenia kropelek do kropelki ES3 i pozostawi¢
na 6-10 minut.
Uwaga: rownowazenie oocytéw w kropelce ES3 mozna uzna¢ za zakoriczone, gdy grubo$¢ ostonki przejrzystej bedzie réwna
przestrzeni okotozéttkowej. Oocyty zwykle osiadajg na dnie kropli w ciagu 3 minut.
7. Przed zakoficzeniem réwnowazenia oocytdw w kropelce ES3 nalezy w sposéb aseptyczny nanies¢ jedna (1) kropelke roztworu
VS o objetosci 50 pl i przygotowac wybrany wyréb do witryfikacji w celu jego zatadowania (Ryc. 2).
8. Ponizsze kroki (9-13) nalezy wykona¢ w ciggu 80-110 sekund.
PRZESTROGA: Nalezy ograniczy¢ ekspozycje oocytow na roztwor VS, aby uniknaé cytotoksycznego dziatania roztworu.
Oocyty maja tendencije do unoszenia sie w roztworze VS, dlatego nalezy dostosowac ostro$¢ mikroskopu, aby zapewni¢ ciagta
obserwacjg oocytdw podczas ekspozycji na roztwor, i trzymac korcowke pipety transferowej w poblizu, aby zapewni¢ szybkie
przenoszenie oocytéw pomigdzy kroplami. Patrz Ryc. 2.
9. Bezposrednio przed zakoriczeniem rownowazenia oocytow w roztworze ES przeptukaé i napetni¢ koncowke pipety transferowej
roztworem VS, a nastepnie pobra¢ oocyty w minimalnej objetosci roztworu ES do koricowki pipety i przenies¢ do kropelki roztworu
V/S na 50-60 sekund. Oocyty nalezy podawac na dno kropelki VS. Podczas podawania oocytéw wyptyng one na wierzch kropelki
V/S. Aby zagwarantowa¢ doktadne przeptukanie oocytow roztworem VS, nalezy ostroznie przesuna¢ je z powrotem na $rodek
dna kropelki VS, uzywajac pipety.
Podczas tego procesu dojdzie do odwodnienia oocytow, co spowoduje, ze ponownie wyplyna one na powierzchnie.
10. Zatadowac¢ i zamkna¢ wyréb do witryfikacji zgodnie z wytycznymi podanymi przez producenta.
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11. Umiesci¢ wyrdb do witryfikacji zawierajacy oocyty w zanurzonej krioprobowce lub zanurzonym kubku (na precie kriogenicznym)
wypetnionej(-ym) LN,, patrz Ryc. 3. Zamkna¢ zatyczka krioprobowke (lub kubek) lub przymocowac do géry dnem inna niezamknigta,
krioprobéwke w celu zabezpieczenia wyrobu do witryfikacji w ciektym azocie.

12.Umiesci¢ zbiorik na LN, w poblizu kriozamrazarki z LN,, a nastgpnie przenies¢ pret kriogeniczny z jego zawartoscig
do kriozamrazarki w celu diugoterminowego przechowywania.

B. Protokot witryfikacji ZARODKOW (od zygot, w ktorych obecne sa PN, do zarodkéw w stadium blastocysty):

1. W sposéb aseptyczny nanies¢ jedna kropelke roztworu ES o objetosci 50 pl na odwrdcone wieczko szalki Petriego (Ryc. 4).

2. Wyja¢ naczynie hodowlane zawierajace zarodki z inkubatora i sprawdzi¢ ich jako$¢ pod mikroskopem. Jedli jest to mozliwe,
wybra¢ do witryfikacji jedynie zarodki charakteryzujace si¢ najlepsza jakoscia.

3. Ostroznie przenie$¢ zarodki (maksymalnie 2 jednocze$nie) w minimalnej objetosci pozywki z naczynia hodowlanego (z inkubatora)
do kropelki roztworu ES i uruchomi¢ minutnik.

Réwnowazenie zarodkéw w kropelce ES powinno przebiega¢ powoli; zarodki powinny swobodnie opada¢ przez 6-10 minut.
UWAGA 1: Zarodek skurczy sig, a nastepnie stopniowo wréci do pierwotnego rozmiaru, co bedzie oznacza¢ ukoriczenie
réwnowazenia.

PRZESTROGA: Podczas réwnowazenia zarodkow w kropelkach roztworéw ES i VS nalezy zminimalizowac ekspozycje na $wiatto.

4. Podczas réwnowazenia zarodkéw w kropelce roztworu ES nalezy w sposob aseptyczny nanies¢ jedng kropelke roztworu VS
o objetosci 50 i, tak jak to przedstawiono na Ryc. 4, i przygotowaé¢ wybrany wyréb do witryfikacji w celu jego zatadowania.

5. Bezposrednio przed zakoficzeniem rdwnowazenia zarodkéw w roztworze ES przeptukaé i napetic koncowke pipety transferowej
roztworem VS, a nastepnie pobra¢ zarodki w minimalnej objetosci roztworu ES do koricowki pipety i przenies¢ je do kropelki
roztworu VS na co najmniej 30 sekund. Zarodki nalezy podawa¢ na dno kropelki VS. Podczas podawania zarodkéw wyptyng
one na wierzch kropelki VS. Aby zagwarantowa¢ doktadne przeptukanie zarodkow roztworem VS, nalezy ostroznie przesunaé
je na $rodek dna kropelki VS, uzywajac pipety.

UWAGA2: Podczas tego procesu dojdzie do odwodnienia zarodkow, co spowoduije, ze ponownie wyptyna one na powierzchnie.

6. Zatadowac i zamkna¢ wyrdb do witryfikacji zgodnie z wytycznymi podanymi przez producenta.

7. Umiesci¢ wyrob do witryfikacji w zanurzonej krioprobéwce lub zanurzonym kubku (na precie kriogenicznym) wypetnionej(-ym)
LN,, patrz Ryc. 3. Zamkna¢ zatyczka krioprobowke (lub kubek) lub przymocowac do gory dnem inna niezamknigta krioprobowke
w celu zabezpieczenia wyrobu do witryfikacji w cieklym azocie.

8. Umiesci¢ zbiomik na LN, w poblizu kriozamrazarki z LN,, a nastepnie przenies¢ pret kriogeniczny z jego zawarto$cig
do kriozamrazarki w celu diugoterminowego przechowywania.

Szczegotowe informacije o wykorzystaniu tych produktow nalezy zweryfikowa¢ w wewnetrznych procedurach oraz protokotach laboratorium,
ktére opracowano i zoptymalizowano pod katem poszczegdlnych programéw medycznych.

INSTRUKCJE DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA | STABILNOSCI
Nieotwarte butelki przechowywa¢ w chiodziarce w temperaturze od 2 do 8°C. Przy przechowywaniu roztworéw zestawu Vit Kit — Freeze NX
zgodnie ze wskazéwkami pozostajg one stabilne do uptywu terminu wazno$ci podanego na etykietach fiolek.

Po otwarciu fiolek nalezy zuzy¢ pozywki w ciagu czternastu (14) dni.

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 identyfikowalno$ci produktu i musi postepowaé
zgodnie z krajowymi przepisami dotyczacymi identyfikowalnosci, jeli majg one zastosowanie.

Nie uzywa¢ zadnej fiolki z roztworem, ktéra wyglada na uszkodzona, przecieka oraz jesli w roztworze obecne s czastki state lub
zmetnienie. Zutylizowa¢ produkt zgodnie z obowigzujacymi przepisami.

W celu uniknigcia probleméw 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 $rodki zapobiegania zakazeniom wynikajacym z uzywania produktow leczniczych przygotowanych z ludzkiej krwi lub
osocza obejmujg dobér dawcow, badania przesiewowe pojedynczych donacji krwi i pul osocza pod wzgledem swoistych znacznikéw
zakazen oraz stosowanie skutecznych krokéw w produkcji w celu inaktywacji/usuwania wirusow. Mimo to podczas podawania produktow
leczniczych wyprodukowanych z krwi lub osocza ludzkiego nie mozna catkowicie wykluczyé mozliwosci przeniesienia czynnikéw zakaznych.
Odnosi sig to takze do nieznanych lub rozwijajacych sie wirusow badz innych patogenéw. Nie ma zadnych doniesien o potwierdzonym
przeniesieniu wiruséw dla albuminy wytwarzanej w ustalonym procesie, zgodnie ze specyfikacjami Farmakopei Europejskiej. Zdecydowanie
zalecane jest, by kazdorazowo — podczas podawania pacjentce produktow firmy FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. zwiazanych z pozywkami
do hodowli komérek rozrodczych — zapisa¢ nazwe i numer serii produktu, aby zachowa¢ powigzanie pomigdzy pacjentkg a serig
produktu, ktéry otrzymata.
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USA: Ten produkt zawiera albumine surowicy ludzkiej (HSA). Materiat pochodzenia ludzkiego uzyty do wyprodukowania tego produktu
byt testowany przy uzyciu zestawdw licencjonowanych przez Agencje ds. Zywnosci i Lekow oraz okre$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 sg 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 $rodki ostrozno$ci w celu upewnienia sig, ze pacjentka nie jest
uczulona na tego rodzaju antybiotyk.
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ROMANA

AVERTIZARE UE: Numai pentru uz profesional.

INTREBUINTARE

Vit Kit - Freeze NX este destinat utilizarii in proceduri de reproducere asistata pentru vitrificarea si depozitarea ovocitelor umane (MIl),
a zigotilor pronucleari (PN) pentru embrioni in stadiul de clivaj pana in ziua 3 si embrioni in stadiul de blastocist.

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

Equilibration NX-ES este o solutie dublu tamponata (HEPES si MOPS) de mediu Continuous Single Culture (CSCM) care contine
sulfat de gentamicing, 7,5% (v/v) atat de DMSO, cét si de etilenglicol si 20% (v/v) de Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS este o solutie dublu tamponata (HEPES si MOPS) de CSCM care contine sulfat de gentamicina, 15% (v/v) atat
DMSO, cét si d etilenglicol, 20% (viv) de DSS 51 0,5 M de trehaloza.

Washing NX-WS este o solutie dublu tamponata (HEPES si MOPS) de CSCM care contine sulfat de gentamicina si 20% de DSS.

DSS este un supliment proteic care consté in 50 mg/ml de albuming serica umana (HSA) de puritate terapeuticd si 20 mg/ml de dextran.
DSS este utilizat la 20% (v/v) in Vit Kit — Freeze NX pentru o concentratie finald de 10 mg/ml de HSA si 4 mg/ml de dextran.

Aceste solutji vor fi folosite in ordinea corespunzatoare, conform protocolului etapizat de vitrificare a micropicaturilor.

COMPOZITIE
Saruri si ioni Aminoacizi L-Fenilalanina Substraturi energetice
Fosfat de potasiu L-Arginina L-Serina Dextroza
Clorura de sodiu Glicina L-Treonina Piruvat de sodiu
Cloruri de potasiu L-Histidina L-Triptofan Lactat de sodiu
Sulfat de magneziu L-Lizina L-Valina
Clorura de calciu L-Prolind L-Cistina Proteini
L-Tirozina o s umans. HSA
: L-Alanina Antioxidanti umina serica umana,
ig:ggsi;agidoge sodiu l[ ﬁud aspaitic Citrat de sodiu
-Asparagina EDTA : .
HEPES L-Acid glutamic Crioprotectori
MOPS L-Izoleucina Dextran
L-Leucind Antibiotice Trehaloza
L-Alanil-L-Glutamina Sulfat de gentamicind Etilen-glicol
L-Metionina Dimetilsulfoxid
ASIGURAREA CALITA]’II

Solutiile din Vit Kit - Freeze NX sunt filtrate prin membrana si prelucrate aseptic conform unor procese de fabricatie validate.

Fiecare lot de Vit Kit - Freeze NX este supus urmatoarelor teste:

+ Endotoxina prin metoda Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (<0,6 EU/mL) prin testul endotoxinelor bacteriene prevazut de Farmacopeea
Americana <85> si Farmacopeea Europeana 2.6.14

* Analiza embrionului de soarece (o celuld) (280% blastocist expandat)

+ Sterilitatea prin testul de sterilitate actual prevazut de Farmacopeea Americana <71>, Farmacopeea Europeana 3.2 (reusit)

Toate rezultatele se inregistreaza intr-un Certificat de analiza separat pentru fiecare lot, care este disponibil la cerere.

MATERIALE CARE SUNT NECESARE, DAR NU SUNT INCLUSE:

+ Dispozitivul de vitrificare ales

+ Vase Petri sterile (50 X 9 mm, Falcon 351006 sau echivalent)

+ Criotuburi (4,5 ml) sau cupe si tiie Cryocane

+ Hialuronidaza (Catalog #90101) pentru vitrificarea ovocitelor

+ Ménusi de unicé folosinta

+ Pipete de transfer (pipete Pasteur din sticla sau varfuri de micropipete cu un diametru interior al varfului de ~200 um)
+ Cleste sau penseta

« 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 in rezervor)

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE
Componente Vit Kit — Freeze NX (la fiecare aplicatie):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl pentru Protocolul de vitrificare a ovocitelor
sau
50 pl pentru Protocolul de vitrificare a embrionilor
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl pentru oricare dintre cele doud protocoale de vitrificare
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl pentru Protocolul de vitrificare a ovocitelor
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PROTOCOLUL DE VITRIFICARE:

NOTA: Procedurile se vor realiza la temperatura camerei (20-27°C). NU folositi placa incélzita a microscopului pentru procedurile de mai
jos. AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului la lumina in timpul echilibrarii in solutiile ES si VS.

1.

N o oA w

Aduceti la temperatura camerei (20-27°C) cantitatea de ES, VS si WS pe care o veti folosi.

NOTA: Evitati aducerea la temperatura camerei in mod repetat a fiolelor intregi de ES, VS si WS, cand este nevoie de o parte din
solutie de fiecare daté. Este mai bine sé repartizati in parti alicote cantitatea pe care o veti folosi si sa readuceti fiolele la 2-8°C imediat
dupa repartizarea in parti alicote. Washing NX (WS) este folosita pentru vitrificarea ovocitelor.

. Umpleti rezervorul de azot lichid cu azot lichid (LN,) - suficient pentru a obtine o adancime de 4 inchi sau pentru a scufunda criotubul

complet pe tija — si asezati-| aproape de microscop. Atasati un criotub sau o cupa (fara capac) de clema de jos a tijei Cryocane
si scufundati in azot lichid in pregatirea pentru depozitarea specimenelor vitrificate.

. Stabiliti cate specimene trebuie vitrificate.

. Etichetati fiecare vas Petri steril (sau capac) si dispozitivul de depozitare criogenica cu informatiile necesare.
. Verificati cu atentie dispozitivul de vitrificare inainte de a incepe procedura.

. Rasturnati usor fiecare fiold de ES si VS pentru a amesteca continutul inainte de utilizare.

. Pregatiti vasul cu picaturi de solutii pentru Procedura de vitrificare, dupa cum urmeaza:

A. Protocolul de vitrificare a OVOCITELOR (MIl):
NOTA 1: Ovocitele recoltate sunt denudate cu hialuronidaza pentru a confirma ca sunt Mil.
NOTA 2: Consultati Sectiunea B pentru protocolul de vitrificare a embrionilor.
1. Distribuiti aseptic cate o picatura de 20 ul de WS, ES1 si ES2 aproape una de cealalta si de ES3 pe un capac intors al unui vas
Petri steril, asa cum se arata in figura 1, si asezati vasul pe placa microscopului:
+ o picétura de 20 pl de WS
+ trei picaturi de 20 pl (60 pl in total) de ES (ES1, ES2, ES3)
2. Scoateti vasul de cultura care contine ovocitele MIl din incubator si verificati calitatea specimenelor la microscop. Dacd este
posibil, selectati doar ovocitul/ovocitele din stadiul Mil de cea mai buna calitate.
AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului/specimenelor la luming in timpul echilibrarii in picaturile de WS,
ESsiV8s.
3. Transferati ovocitele (maximum 2 in acelasi timp) cu un volum minim de mediu din vasul de cultura (in incubator) in picétura
de 20 pl de WS si Iasati un minut.

4. Inglobati picatura de WS in ES1 (vezi figura 1, sageata 1) cu varful unei pipete de transfer si permiteti amestecul spontan al celor
doud solutii timp de 2 minute.

5. Apoi inglobati picatura de ES2 (sageata 2) in picaturile inglobate anterior si ldsati timp de 2 minute.
6. Transferati ovocitul/ovocitele cu un volum minim de solutie din picatura inglobata in picatura de ES3 silasati timp de 6-10 minute.

Noté: echilibrarea ovocitului/ovocitelor in ES3 este completé atunci cand grosimile zonei pellucida si spatiului perivitelin sunt
egale. In mod normal, ovocitul/ovocitele se vor depune la fundul picaturii in 3 minute.

7. Intimpul perioadei de echilibrare in ES3, distribuiti aseptic o (1) picaturé de 50 pl de VS inainte de finalizarea echilibrarii si pregatiti
dispozitivul de vitrificare ales pentru incarcare (figura 2).

8. Urmatorii pasi (9-13) trebuie efectuati in 80-110 secunde.
AVERTIZARE: Expunerea specimenelor la VS trebuie limitata pentru prevenirea citotoxicitétii. Specimenul/specimenele tind sa
pluteasca in VS, asa ca trebuie s& ajustati focusul microscopului pentru a avea o vizualizare continua in timpul expunerii si tineti
vérful pipetei de transfer in apropiere pentru a asigura transferul rapid intre picéturi. Consultati figura 2.

9. Clatiti si umpleti varful pipetei de transfer cu VS imediat inainte ca echilibrarea in ES sa fie completa si extrageti specimenul/
specimenele cu un volum minim de ES in varful pipetei si transferati-le in picatura de VS si lasati-le timp de 50-60 de secunde.
Descarcati ovocitele la fundul VS. Cénd faceti descarcarea, ovocitele vor pluti deasupra VS. Pentru a va asigura ca ati facut
o clatire completd cu VS, mutati usor ovocitele la fund, in centrul VS, folosind pipeta.
in cursul acestui proces, ovocitele se vor deshidrata si vor ajunge din nou sa pluteasca.

10. Incarcati si sigilati dispozitivul de vitrificare conform instructiunilor producatorului.

11. Asezati specimenul/specimenele vitrificate pe dispozitivul de vitrificare ales in criotubul sau cupa scufundate cu LN, (de pe tija
Cryocane) figura 3. Acoperiti criotubul (sau cupa) cu un capac sau uniti-| cu fata in jos cu un alt criotub faré capac pentru a fixa
dispozitivul vitrificat in azot lichid.

12. Mutati rezervorul cu LN, aproape de congelatorul criogenic cu LN, si transferati tija Cryocane impreuna cu continutul sau
n congelatorul criogenic pentru depozitare pe termen lung.

B. Protocolul de vitrificare a EMBRIONILOR (PN péna la blastocist):
1. Distribuiti aseptic o (1) picatura de 50 ul de ES pe un capac intors al unui vas Petri (vezi figura 4).

2. Scoateti vasul de cultura cu embrionul/embrionii din incubator si verificati calitatea specimenului/specimenelor la microscop.
Daca este posibil, selectati doar embrionul/embrionii de cea mai buna calitate.

3. Transferati cu atentie specimenul (maximum doua in acelasi timp) cu un volum minim de mediu din vasul de culturd in picatura
de ES si porniti temporizatorul.
Embrionii ar trebui sa se echilibreze in pictura de ES usor, prin cadere libera, timp de 6-10 minute.
NOTA 1: Specimenul se va contracta si apoi va reveni treptat la dimensiunea initiala, ceea ce arata ca echilibrarea s-a finalizat.
AVERTIZARE: Reduceti la minimum expunerea specimenului/specimenelor la lumina in timpul echilibrarii in picaturile de ES si VS.

4. Tntimpul acestei perioade de echilibrare in ES, distribuiti aseptic o (1) picatura de 50 ul de solutie VS, asa cum se arata in figura 4
si pregétiti dispozitivul de vitrificare ales pentru incércare.
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5. Clatiti si umpleti varful pipetei de transfer cu VS imediat inainte ca echilibrarea in ES sa fie completé si extrageti specimenul/
spemmenele cu un volum minim de ES in varful pipetei si transferati-le in picatura de VS si Iasat| le timp de minimum
30 de secunde. Descarcati embrionii la fundul VS. Cand facetl descércarea, embrionii vor pluti deasupra VS. Pentruava asigura
ca ati facut o clatire completa cu VS, mutati usor embrionii la fund, in centrul VS, folosind pipeta.

NOTA 2: In cursul acestui proces, embrionii se vor deshidrata si vor ajunge din nou sa pluteasca.

6. Incércati si sigilati dispozitivul de vitrificare conform instructiunilor producétorului.

7. Asezati [embrionil] vitrificati pe dispozitivul de vitrificare ales in criotubul sau cupa scufundate cu LN, (pe tija Cryocane) - Figura 3.
Acoperiti criotubul (sau cupa) cu un capac sau uniti-| cu fata in jos cu un alt criotub fara capac pentru a fixa dispozitivul vitrificat
n azot lichid.

8. Mutati rezervorul cu LN, aproape de congelatorul criogenic cu LN, si transferati tja Cryocane impreund cu continutul sau
n congelatorul criogenic pentru depozitare pe termen lung.

Pentru detalii suplimentare privind folosirea acestor produse, fiecare laborator trebuie sa fsi consulte propriile proceduri si protocoale,
care au fost elaborate si optimizate special pentru programul dvs. medical individual.

INSTRUCTIUNI PENTRU PASTRARE S| STABILITATE
Pastrati fiolele nedeschise refrigerate la temperaturi intre 2 si 8 °C. Cand sunt depozitate conform instructiunilor, solutiile Vit Kit - Freeze NX
sunt stabile pana la data expirarii indicata pe etichetele fiolelor.

Nu folositi mediile mai mult de paisprezece (14) zile 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 sé aiba efect asupra performantei produsului.

PRECAUTII $I AVERTISMENTE
Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat de catre personal instruit in proceduri de reproducere asistata. Aceste proceduri includ
intrebuintarea pentru care este conceput acest dispozitiv.

Institutia care utilizeaza acest dispozitiv este responsabila pentru mentinerea trasabilitatii produsului si trebuie sa 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. Eliminati produsul
in conformitate cu reglementérile aplicabile.

Pentru a evita problemele legate de contaminare, manevrati folosind tehnici aseptice.
in prezent, literatura de specialitate arata ca efectele pe termen lung ale vitrificarii asupra ovocitelor si embrionilor rdman necunoscute.
Nu utilizati niciun flacon al carui ambalaj steril a fost deteriorat.

UE: Masurile standard de prevenire a infectiilor care apar din cauza folosirii produselor medicinale preparate din sdnge uman sau
plasma umana presupun selectarea donatorilor, analizarea donatiilor individuale si a bancilor de plasma pentru depistarea markerilor
specifici de infectii si includerea unor etape de fabricatie eficiente pentru anihilarea/eliminarea virusurilor. In ciuda acestora, cand se
administreaza produse medicale preparate din sdnge uman sau plasma umana, posibilitatea de a se transmite agenti infectiosi nu poate
fi exclusa n totalitate. Acest lucru este valabil si pentru virusurile necunoscute sau noi si alti agenti patogeni. Nu s-au raportat cazuri
de transmitere dovedita de virusuri prin albumind 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 numérul de lot al produsului, pentru a mentine o legatura
intre pacient si lotul produsului.

SUA: Acest produs contine albumina serica umand (HSA). Materialul din surse umane folosit la fabricarea acestui produs a fost testat
cu ajutorul truselor autorizate de FDA (Food and Drug Administration - Agentia pentru alimente si medicamente) si s-a constatat ca nu
este reactiv la anticorpii impotriva virusului hepatitei C (HCV) si la anticorpii impotriva virusului imunodeficientei umane (HIV). Cu toate
acestea, nicio metodd de testare nu oferd siguranta deplind ca produsele derivate din surse umane nu sunt infectioase. Manevrati
toate materialele din surse umane ca si cum ar putea sa transmita infectii, aplicind masurile de precautie general valabile. Donatorilor
de materiale sursa le-au fost efectuate analize si pentru depistarea bolii Creutzfeldt-Jakob (CJD).

CONTRAINDICATIl

Produsul contine sulfat de gentamicind. Trebuie luate masurile de precautie adecvate pentru a va asigura cé pacientul nu este alergic
la acest antibiotic.
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SVENSKA

EU - OBS! Endast for professionellt bruk.

AVSEDD ANVANDNING

Vit Kit — Freeze NX &r avsedd att anvandas for procedurer for assisterad befruktning, for vitrifiering och lagring av humana oocyter (MII),
prokarna-zygoter (PN) t.o.m. embryon i klyvningsfas dag 3 och embryon i blastocyststadium.

PRODUKTBESKRIVNING

Equilibration NX-ES &r en 18sning som innehaller tva buffertar (HEPES och MOPS) av Continuous Single Culture Medium (CSCM)
innehallande gentamicinsulfat, 7,5 % (v/v) av saval DMSO som etylenglykol, samt 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS &r en 13sning som innehaller tva buffertar (HEPES och MOPS) av CSCM innehéllande gentamicinsulfat, 15 % (v/v)
av saval DMSO som etylenglykol, 20 % (v/v) DSS samt 0,5 M trehalos.

Washing NX-WS &r en losning som innehaller tva buffertar (HEPES och MOPS) av CSCM innehéllande gentamicinsulfat och 20 % DSS.

DSS ar en proteintillsats bestaende av 50 mg/ml humant serumalbumin (HSA) av terapeutisk kvalitet samt 20 mg/ml dextran. DSS
anvands vid 20 % (v/v) i Vit Kit - Freeze NX for en slutlig koncentration pa 10 mg/ml HSA och 4 mg/ml dextran.

Dessa I6sningar ska anvandas i ordningsfdljd enligt protokollet for stegvis vitrifiering av mikrodroppar.

SAMMANSATTNING

Salter och joner Aminosyror L-fenylalanin Energisubstrat
Kaliumfosfat L-arginin L-serin Dextros
Natriumklorid Glycin L-treonin Natriumpyruvat
Kaliumklorid L-histidin L-tryptofan Natriumlaktat
Magnesiumsulfat L-lysin L-valin
Kalciumklorid L-prolin L-cystein Protei
L-tyrosin rrotein )
L-alanin Antioxidanter Humant serumalbumin, HSA
m . L-aspartamsyra Natriumcitrat
Natriumbikarbonat L-asparagin
S parag EDTA Kryoprotektanter
HEPE L-glutaminsyra
MOPS L-isoleucin Dextran
L-leucin Antibiotika Trehalos
L-alanyl-L-glutamin Gentamicinsulfat Etylenglykol
L-metionin Dimetylsulfoxid
KVALITETSSAKRING

Lésningarna i Vit Kit — Freeze NX &r membranfiltrerade och aseptiskt bearbetade enligt validerade tillverkningsforfaranden.

Varje lot Vit Kit — Freeze NX utsatts for foljande tester:

+ Endotoxin, med anvéndning av LAL-metod (Limulus Amebocyte Lysate) (< 0,6 EU/ml) enligt USP Bacterial Endotoxins <85> och
Ph. Eur. 2.6.14

* Analys av musembryo (en cell) (= 80 % expanderad blastocyst)

«  Sterilitet enligt aktuellt USP-sterilitetstest <71>, Ph. Eur. 3.2 (godkand)

Alla resultat rapporteras pa ett lotspecifikt analyscertifikat (Certificate of Analysis) som fas pa begéaran.

MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER

+ Foredragen vitrifieringsenhet

+ Sterila petriskalar (50 X 9 mm, Falcon 351006 eller motsvarande)

+ Kryordr (4,5 ml) eller -burkar och hallare for kryorér

+ Hyaluronidas (katalognr 90101) for vitrifiering av oocyter

+ Engangshandskar

+ Transferpipetter (glaspipetter eller mikropipettspetsar med en inre spetsdiameter pa cirka 200 pum)
+ Pincett eller tang

« 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 i behallaren)

BRUKSANVISNING
Vit Kit — Freeze NX-komponenter som krévs (per applikation):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl for oocytvitrifieringsprotokoll
eller
50 l for embryovitrifieringsprotokoll
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl for bada vitrifieringsprotokollen
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl for oocytvitrifieringsprotokoll
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VITRIFIERINGSPROTOKOLL:

ANM: Procedurerna maste utf6ras vid rumstemperatur (20-27 °C). Uppvérmt mikroskopkorsbord far INTE anvéndas till féljande procedurer.
FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparaten fér ljus under ekvilibrering i ES- och VS-lésningarna.

1.

~N o oW

Lat de volymer av ES, VS och WS som ska anvandas uppna rumstemperatur (20-27 °C).

ANM: Undvik att upprepade ganger lata hela ampullerna med ES, VS och WS uppna rumstemperatur nér bara en del av Idsningen
behdvs varje gang. Det &r bttre att alikvotera den volym som ska anvéndas och genast satta tillbaka ampullerna i kylskapet vid
2-8 °C efter alikvotering. Washing NX (WS) anvands for vitrifiering av oocyter.

. Fyll behallaren for flytande kvéve med flytande kvéve (flytande N,) — ftillréckligt for att astadkomma ett djup pa 4 tum eller sé att

kryordren pa hallaren sanks ned helt — och placera behallaren intill mikroskopet. Satt fast kryororet eller -burken (utan lock) pa den
nedersta kldmman pa en hallare for kryorér och sank ned hallaren i det flytande kvavet for att forbereda lagringen av de vitrifierade
preparaten.

. Bestdm hur manga preparat som ska vitrifieras.

. Mark varje steril petriskal (eller lock) och kryoforvaringsenheten med nédvéndig information.
. Undersok vitrifieringsenheten noggrant innan proceduren pabdrjas.

. Vand varje ampull med ES och VS varsamt for att blanda innehallet fére anvandning.

. Forbered en skal med droppar av 18sning for vitrifieringsproceduren pa foljande satt:

A. Protokoll for vitrifiering av OOCYT (MIl):
ANM 1: Uttagna oocyter denuderas med hyaluronidas for att bekrafta att de &r MIl.
ANM 2: Se avsnitt B fér embryovitrifieringsprotokoll.

1. Dispensera aseptiskt en 20 ul-droppe av WS, ES1 och ES2 néra varandra samt ES3, pa ett upp-och-nervant lock fran en steril
petriskal, sa som visas i figur 1, och placera skalen pa mikroskopets korsbord:
+ en 20 pl-droppe WS
+ tre 20 pl-droppar (sammanlagt 60 ul ) ES (ES1, ES2, ES3)

2. Ta ut odlingsskalen med Mil-oocyter fran inkubatorn och kontrollera preparatens kvalitet under mikroskop. Vélj endast stadie
Mil-oocyt(er) av basta kvalitet, nar sa ar mjligt.

FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparatet(-en) for ljus under ekvilibrering i WS-, ES- och VS-dropparna.

3. For dver oocyten (hogst tva pa en gang) med en minimal volym medium fran odlingsskalen (i inkubatorn) till 20 pl-droppen WS
och It sta i en minut.

4. Forihop WS-droppen och ES1-droppen (se figur 1, pil 1) med hjélp av transferpipettens spets och lat de tva losningarna blandas
spontant i 2 minuter.

5. For sedan ihop ES2-droppen (pil 2) med de redan sammanfdrda dropparna och Iat sté i 2 minuter.

6. Fordver oocyten(-erna) med en minimal volym Iosning fran den sammanfdrda droppen till ES3-droppen och at sté i 6-10 minuter.
Anm: Ekvilibreringen av oocyten(-erna) i ES3 &r fullbordad nér zona pellucida och det perivitellina rummet har samma tjocklek.
Oocyten(oocyterna) sjunker normalt till botten av droppen inom 3 minuter.

7. Under ekvilibreringsperioden i ES3, dispensera aseptiskt en (1) 50 pl-droppe VS fore fullstandig ekvilibrering och forbered den
foredragna vitrifieringsenheten for laddning (figur 2).

8. Foljande steg (9-13) ska utféras inom 80-110 sekunder.

FORSIKTIGHET! For att forhindra cytotoxicitet ska preparatens exponering for VS begrénsas. Preparat(en) tenderar att flyta
i VS, sa justera mikroskopets fokus sa att kontinuerlig visualisering bibehalls under exponeringen och hall transferpipettens
spets i narheten sa att snabb dverflyttning mellan dropparna sékerstalls. Se figur 2.

9. Skdlj och fyll transferpipettspetsen med VS omedelbart innan ekvilibreringen i ES &r fullbordad och dra upp preparatet(-en) med
minimal volym ES i pipettspetsen och dverfor det(dem) till VS-droppen i 50-60 sekunder. Leverera oocyterna pa botten av VS.
Nar oocyterna levereras flyter de till toppen av VS. For att sékerstalla fullstandig skéljning i VS, fér varsamt oocyterna tillbaka
till botten mitt i VS med hjélp av pipettering.

Oocyterna dehydreras under detta forfarande och flyter tillbaka igen.

10. Ladda och forsegla vitrifieringsenheten enligt tillverkarens anvisningar.

11. Placera det(de) vitrifierade preparatet(-en) i den foredragna vitrifieringsenheten i kryororet eller koppen (pa kryordrhallaren)
nedsankt i flytande N, - figur 3. Férslut kryororet (eller koppen) eller st fast det upp-och-nedvant med ett annat kryordr utan
lock sa att den vitrifierade enheten sitter stadigt i flytande kvéve.

12. Flytta behéllaren med flytande N, intill kryofrysen med flytande N, och Gverfor kryorérhéllaren med innehall till kryofrysen for
langtidsforvaring.

B. Vitrifieringsprotokoll for EMBRYON (PN till blastocyst):
1. Dispensera aseptiskt en 50 pl-droppe ES pa ett upp-och-nedvant lock fran en petriskal (figur 4).
2. Ta ut odlingsskalen med embryot(n) ur inkubatorn och kontrollera preparatets(-ens) kvalitet under mikroskop. Vélj endast
embryo(n) av basta kvalitet for vitrifiering, nér sa ar méjligt.
3. For omsorgsfullt 6ver preparatet (hogst tva i taget) med en minimal volym medium fran odlingsskalen till ES-droppen och starta
tidtagaren.
Embryona ska ekvilibrera langsamt i ES-droppen genom fritt fall under 6-10 minuter.

ANM 1: Preparatet kommer att krympa och dérefter successivt aterga till sin ursprungliga storlek, vilket anger att ekvilibreringen
&r fullbordad.

FORSIKTIGHET! Minimera exponering av preparatet(-en) for ljus under ekvilibrering i ES- och VS-dropparna.

4. Under denna ekvilibreringsperiod i ES, dispensera aseptiskt en 50 pl-droppe VS-losning s& som visas i figur 4 och forbered den
foredragna vitrifieringsenheten for laddning.
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5. Skdlj och fyll transferpipettspetsen med VS omedelbart innan ekvilibreringen i ES ar fullbordad och dra upp preparatet(-en) med
minimal volym ES i pipettspetsen och éverfor det(dem) till VS-droppen under minst 30 sekunder. Leverera embryona pa botten
av VS. Nér embryona levereras flyter de till toppen av VVS. For att sékerstalla fullstandig skéljning i VS, fér varsamt embryona
tillbaka till botten mitt i VS med hjélp av pipettering.

ANM 2: Embryona dehydreras under detta forfarande och flyter tillbaka igen.

6. Ladda och férsegla vitrifieringsenheten enligt tillverkarens anvisningar.

7. Placera den foredragna vitrifierade vitrifieringsenheten i kryordret eller koppen (pa kryorérhallaren) nedsénkti flytande N, figur 3.
Forslut kryordret (eller koppen) eller satt fast det upp-och-nedvant med ett annat kryoror utan lock sa att den vitrifierade enheten
sitter stadigt i flytande kvéve.

8. Flytta behallaren med flytande N, intill kryofrysen med flytande N, och 6verfor kryordrhallaren med innehall till kryofrysen for
langtidsforvaring.

For ytterligare information om anvéndning av dessa produkter bér varje laboratorium konsultera sina egna laboratorieférfaranden och
-protokoll som utvecklats och optimerats sérskilt for det egna medicinska programmet.

FORVARINGSANVISNINGAR OCH HALLBARHET
Odppnade ampuller ska forvaras i kylskap vid 2-8 °C.Vid férvaring enligt anvisningarna ar Vit Kit — Freeze NX-16sningarna hallbara fram
till det utgangsdatum som anges pa ampulletiketterna.

Medierna far inte anvandas under langre tid an fiorton (14) dagar efter att behallarna har dppnats.

Eftersom produkten innehaller material av humant ursprung kan partiklar eventuellt bildas under forvaring. Sddana partiklar har inte visats
utdva nagon effekt pa produktens funktion.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR
Denna produkt &r avsedd att anvéndas av personal med uthildning i procedurer for assisterad befruktning. Dessa procedurer innefattar
den avsedda tilldmpning som denna produkt &r avsedd for.

Den institution dér denna produkt anvands ansvarar for att uppratthalla produktens sparbarhet och maste folja nationella férordningar
avseende sparbarhet dar sa ar tillampligt.

Anvand inga ampuller med 18sning som uppvisar tecken pa skador, lackage, partiklar eller grumling. Kassera produkten enligt géllande
bestammelser.

Anvand aseptisk teknik vid hantering, sa att kontamination undviks.
Enligt aktuell forskningslitteratur ar de langsiktiga effekterna av vitrifiering pa oocyter och embryon fortfarande okanda.
Flaskor vars sterila forpackning inte &r intakt far inte anvéndas.

EU: Standardatgarder for att férhindra infektion orsakad av anvéndning av medicinska produkter framstéllda av humant blod eller human
plasma inkluderar selektion av givare, screening av individuella donerade enheter och plasmapooler for specifika infektionsmarkdrer samt
inforlivande av effektiva tillverkningssteg fér inaktivering/avidgsnande 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 géller &ven okénda eller
nya virus och andra patogener. Det finns inga rapporter om bevisad viruséverforing via albumin framstallt genom etablerade forfaranden
enligt den europeiska farmakopéns specifikationer. Det rekommenderas starkt att anteckna produktens namn och batchnummer varje
gang odlingsmedier for assisterad befruktning fran FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. administreras till en patient, s att produktbatchen
ifraga kan forknippas med patienten.

USA: Denna produkt innehaller humant serumalbumin (HSA). Humant kéllmaterial som anvants vid framstéllningen 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 kéllmaterial inte &r infektidsa. Hantera allt material av humant ursprung som om det vore smittforande,
med anvandning av universella forsiktighetsatgarder. Givarna av kéllmaterialet har ocksa screenats for Creutzfeldt-Jakobs sjukdom.

KONTRAINDIKATIONER

Produkten innehaller gentamicinsulfat. Adekvata forsiktighetsatgarder ska vidtas for att sakerstalla att patienten inte ar allergisk mot
detta antibiotikum.
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EESTI KEEL

ELi HOIATUS: ainult professionaalseks kasutamiseks.

SIHTOTSTARVE
Vit Kit - Freeze NX on mdeldud kasutamiseks abistatud viljastamisprotseduurides inimese ootstiltide (MII), pronukleaarsete (PN)
siigootide ning 3. pdeva jagunemisfaasis embriiote ja blastotsiisti faasis embriiote vitrifitseerimiseks ja sailitamiseks.

SEADME KIRJELDUS
Equilibration NX-ES on s66tme Continuous Single Culture (CSCM) kahekordselt puhverdatud lahus (HEPES & MOPS), mis sisaldab
gentamiitsiinsulfaati, 7,5% (mahuprotsenti) nii DMSO-d kui ka etiileengliikooli ning 20% (mahuprotsenti) Dextran Serum Supplementi (DSS).

Vitrification NX-VS on CSCM-i kahekordselt puhverdatud lahus (HEPES & MOPS), mis sisaldab gentamitsiinsulfaati,
15% (mahuprotsenti) nii DMSO-d kui ka etiileengliikooli ning 20% (mahuprotsenti) DSS-i ja 0,5 M trehaloosi.

Washing NX-WS on CSCM-i kahekordselt puhverdatud lahus (HEPES & MOPS), mis sisaldab gentamiitsiinsulfaati ja 20% 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 - Freeze NX, et saada I6ppkontsentratsioon 10 mg/ml HSA-d
ja 4 mg/ml dekstraani.

Neid lahuseid tuleb kasutada jérjest, ssmmsammulise mikrotilk-vitrifitseerimisprotokolli kohaselt.

KOOSTIS
Soolad ja ioonid Aminohapped L-fentdilalaniini Energia substraadid
Kaaliumfosfaat L-arginiin L-seriin Dekstroos
Naatriumkloriid Gliitsiin L-treoniin Naatriumptiruvaat
Kaaliumkloriid L-histidiin L-triiptofaan Naatriumlaktaat
Magneesiumsulfaat L-liisiin L-valiin -
Kaltsiumkloriid L-proliin L-tststeiin Valk

L-tlrosiin af . .
Puhver L-alaniin Antioksiidandid Inlsmese seerumi albumiin,
Unver L-aspartaat iumtsi HSA
Naatriumvesinikkarbonaat L-asgaragiin Elg%_t/f\lumtsnraat
HEPES L-glutamiinhape Kriiokaitseained
MOPS L-isoleutsiin T

L-leutsiin Antibiootikumid _lli_)ekhstlraan

alaniiiil. - . i rehaloos

I[_%Igggﬁ:irl; glutamiin Gentamiitsiinsulfaat Etuleenglukool

Dimetiitilsulfoksiid

KVALITEEDI TAGAMINE
Vit Kit - Freeze NX-i lahused on membraanfiltreeritud ning aseptiliselt toddeldud valideeritud tootlemisprotsesside kohaselt.

Iga Vit Kit - Freeze NX-i partii labib jargmised testid. )

* Endotoksiini maaramine limuluse amdbotstidi lisaadi (LAL) meetodil (< 0,6 EU/mI), USP bakteriaalsete endotoksiinide <85>
ja Ph. Eur. 2.6.14 jargi.

« Hiire embriio analiiis (liherakuline, = 80% suurendatud blastotsust)

« Steriilsus kehtiva USP steriilsustestiga <71>, Ph. Eur. 3.2 jérgi (I&bitud)

Kaéik tulemused on avaldatud konkreetset partiid puudutavas analiiisisertifikaadis, mida vdite soovi korral taotleda.

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID
+ Vitrifitseerimisvahend omal valikul

+ Steriilsed Petri tassid (50 x 9 mm, Falcon 351006 v&i samavaarsed)
+ Kriiokatsutid (4,5 ml) vdi keeduklaasid ja kriiopulgad

+ Haluronidaas (kataloogi nr 90101) ootsdiitide vitrifitseerimiseks

+ Uhekorrakindad

+ Ulekandepipetid (klaaspipetid vai mikropipettotsakud, mille otsaku siselabimdét on u 200 um)
+ Pintsetid v&i tangid

+ Stopper voi taimer

+ Vedela lammastiku ndu (Dewar vi kaanega vahtplastist ndu, 1-2 1)
+ Vedel Idmmastik (piisavalt, et ndus oleks seda 4 tolli)

KASUTUSJUHEND
Vit Kit - Freeze NX-i komponendi nduded (kasutuskorra kohta):
+ Equilibration NX-ES (ES):

60 l ootsuiitide vitrifitseerimise protokolli jaoks

ol

50 pl embrio vitrifitseerimise protokolli jaoks
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Vitrification NX-VS (VS):

50 pl mélema vitrifitseerimise protokolli jaoks
Washing NX-WS (WS):

20 pl ootsuititide vitrifitseerimise protokolli jaoks

VITRIFITSEERIMISE PROTOKOLL.:

MARKUS. Protseduure tuleb teha toatemperatuuril (20-27 °C). ARGE kasutage jérgmiste protseduuride tegemiseks soojendusega
mikroskoobialust. ETTEVAATUST! ES-i ja VS-i lahuste tasakaalustamise ajal vahendage proovide kokkupuudet valgusega.

1.

~N o oW

Laske kasutatavatel ES-i, VS-i ja WS-i kogustel jduda toatemperatuurile (20-27 °C).

MARKUS. Kui vajate iga kord vaid osa lahust, siis drge tooge terveid ES-i, VS-i ja WS-i viaale korduvalt toetemperatuurile. Parem
on kasutatav kogus alikvootida ja viaalid seejérel tagasi 2-8 °C temperatuurile viia. Washing NX-i (WS) kasutatakse ootsutitide
vitrifitseerimiseks.

. Téitke vedela lammastiku ndu vedela lammastikuga (LN,) — piisavalt, et seda oleks 4 tolli stigavuselt vdi niipalju, et kriiokatsuti véi

-pulk oleks taielikult kaetud — ning asetage mikroskoobi I&hedusse. Kinnitage kriiokatsuti vdi keeduklaas (ilma korgita) kriiopulga
alumisse hoidikusse ning téstke vedelasse ldmmastikku, et valmistada see vitrifitseeritud proovide hoidmiseks ette.

. Maarake vitrifitseeritavate proovide arv.

. Sildistage iga steriilne Petri tass (vdi kaas) ja kriiosailitusvahend vajaliku teabega.
. Vaadake vitrifitseerimisvahend enne protseduuri alustamist hoolikalt Gle.

. Keerake igat ES-i ja VS-i viaali rnalt imber, et sisu enne kasutamist segada.

. Valmistage tass lahusetilkadega vitrifitseerimisprotseduuriks jargmiselt ette:

A. OOTSUUTIDE (MII) vitrifitseerimise protseduur
MARKUS 1. Kogutud ootsiiiidid puhastatakse hiialuronidaasiga veendumaks, et tegu on MIl-ga.
MARKUS 2. Embriio vitrifitseerimise protokolli vt Iigust B.
1. Kandke aseptilist tehnikat kasutades 20 pl tilgad WS-is, ES1 ja ES2 lahestikku ning ES3 steriilse Petri tassi tagurpidi kaanele,
nagu naidatud joonisel 1, ja asetage tass mikroskoobialusele:
o (ks 20 pl WS- tilk
+ kolm 20 pl tilka (kokku 60 pl) ES-i (ES1, ES2, ES3)
2. Eemaldage s66tmetass MIl ootsilitidega inkubaatorist ja kontrollige proovide kvaliteeti mikroskoobi all. Kui on véimalik, valige
Uiksnes parima kvaliteediga MII faasi ootsiitidid.
ETTEVAATUST! WS-i, ES-i ja VS-i tilkades tasakaalustamise ajal vahendage proovi(de) kokkupuudet valgusega.
3. Viige ootstilt (kuni 2 tk korraga) koos minimaalse sdétmemahuga tassist (inkubaatoris) tiheks minutiks 20 pl WS-i tilga sisse.
4. Uhendaé}e WS-i tilk tlekandepipeti otsaku abil ES1-ga (vt joonis 1, nool 1) ja laske kahel lahusel 2 minuti jooksul spontaanselt
seguneda.
5. Seejarel Uhendage ES2 tilk (nool 2) varem iihendatud tilkadega ja laske 2 minutit seista.
6. Viige ootstilt (ootstitidid) koos minimaalse koguse lahusega segatud tilgast 610 minutiks ES3 tilga sisse.

Markus. Ootstilidi (ootsiiltide) tasakaalustamine ES3 sees on I6ppenud, kui labipaistva vodtme ja perivitellinse ruumi paksus
on vdrdne. Ootsiilt (ootstilidid) settib(vad) harilikult 3 minutiga tilga p&hja.

7. ES3-s toimuva tasakaalustamise ajal jaotage aseptilist tehnikat kasutades tiks (1) 50 pl VS-itilk, et tasakaalustamine I6petada,
ja valmistage laadimiseks ette eelistatud vitrifitseerimisvahend (joonis 2).

8. Jargmised sammud (9-13) tuleb teha 80-110 sekundi jooksul.
ETTEVAATUST! Proovide kokkupuudet VS-iga tuleb tsiitotoksilisuse &rahoidmiseks piirata. Proov(id) kipuvad VS-is hdljuma,
seepdrast reguleerige mikroskoobi fookust, et sailitada kokkupuute ajal pidevat nahtavust, ning hoidke Glekandepipeti otsak
kaepérast, et tagada kiire tilkadevaheline dleviimine. Vt joonist 2.

9. Loputage illekandepipeti otsakut ning téitke see VS-iga vahetult enne ES-i tasakaalustamise 1ppu, tdmmake proov(id) koos
minimaalse ES-iga pipeti otsakusse ja viige 50-60 sekundiks Ule VS-i tilga sisse. Kandke ootsiilidid VS-i pdhja. Ulekandmise
kéigus téusevad ootsiiiidid VS-i pinnale. Téielikuks VS-iga loputamiseks likake ootstilidid pipetiga drnalt tagasi alla keskele.

Selle protseduuri kéigus ootsiilidid dehiidreeruvad ja téusevad taas (iles.
10. Laadige ja sulgege vitrifitseerimisvahend tootja juhiste kohaselt.

11. Asetage vitrifitseeritud proov(id) valitud vitrifitseerimisvahendiga LN, sisse asetatud kriiokatsutisse voi keeduklaasi
(krliopulga otsas). V't joonis 3. Korkige kriiokatsuti (vdi keeduklaas) véi kinnitage see tagurpidi teise korkimata kriiokatsutiga,
et vitrifitseerimisvahend vedelas ldmmastikus paigal pusiks.

12. Tostke LN, ndu LN, kriioktlmuti Idhedale ja viige kriiopulk koos sisuga pikaajaliseks séilitamiseks Ule kriokilmutisse.

B. EMBRUOTE (PN - blastotsiist) vitrifitseerimise protokoll
1. Jaotage aseptilist tehnikat kasutades iiks 50 pl ES-i tilk Petri tassi tagurpidi kaanele (joonis 4).

2. Eemaldage so6tmetass koos embriio(te)ga inkubaatorist ja kontrollige proovide kvaliteeti mikroskoobi all. Kui vdimalik,
valige vitrifitseerimiseks Uksnes parima kvaliteediga embriio(d).

3. Viige proov (kuni 2 tk korraga) koos minimaalse sd6tmemahuga sdétmetassilt tile ES-i tilga sisse ja kéivitage taimer.
Embriiod peavad ES-i tilga sees aeglaselt vabalangemise teel tasakaalustuma 6-10 minutit.
MARKUS 1. Proov t8mbub kokku ja taastab siis aeglaselt oma algsuuruse, mis naitab, et tasakaalustumine on I5ppenud.
ETTEVAATUST! ES-i ja VS-i tilkades tasakaalustamise ajal vahendage proovi(de) kokkupuudet valgusega.

4. ES-is toimuva tasakaalustamise ajal jaotage aseptilist tehnikat kasutades tiks 50 pl VS-i tilk, nagu ndidatud joonisel 4,
ja valmistage laadimiseks ette vitrifitseerimisvahend.
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5. Loputage ilekandepipeti otsakut ning téitke see VS-iga vahetult enne ES-i tasakaalustamise 1ppu, tdmmake proov(id) koos
minimaalse ES-iga pipeti otsakusse ja viige vahemalt 30 sekundiks (ile VS-i tilga sisse. Kandke embriiod VS-i p&hja. Ulekandmise
kaigus tdusevad embriiod VS-i pinnale. Taielikuks VS-iga loputamiseks likake embriiod pipetiga érnalt tagasi alla VS-i keskele.
MARKUS 2. Selle protseduuri kdigus embriiod dehidreeruvad ja tousevad taas les.

6. Laadige ja sulgege vitrifitseerimisvahend tootja juhiste kohaselt.

7. Asetage valitud vitrifitseerimisvahend LN, sisse asetatud kriiokatsutisse voi keeduklaasi (kriopulga otsas). Vt joonis 3. Korkige
kriiokatsuti (v&i keeduklaas) vdi kinnitage see tagurpidi teise korkimata kriiokatsutiga, et vitrifitseerimisvahend vedelas lammastikus
paigal pusiks.

8. Tostke LN, ndu LN, krilokiilmuti lahedale ja viige kriiopulk koos sisuga pikaajaliseks silitamiseks tle kriiokulmutisse.

Lisateabe saamiseks nende toodete kasutamise kohta peavad laborid tutvuma oma protseduuride ja protokollidega, mis on vélja téotatud
ja optimeeritud spetsiaalselt nende individuaalse meditsiiniprogrammi jaoks.

SAILITUSJUHISED JA STABIILSUS
Hoidke avamata viaale killmkapis temperatuuril 2-8 °C. Juhistekohasel séilitamisel on Vit Kit - Freeze NX-i lahused stabiilsed kuni viaali
etikettidel ndidatud aegumiskuupéevani.

Arge kasutage sdddet iile neljateistkiimne (14) paeva pérast anumate avamist.

Kuna tootes sisaldub inimpéritolu materjali, vGivad selles tekkida sailitamisel osakesed. Need osakesed ei pdhjusta teadaolevalt toote
jéudluse muutusi.

ETTEVAATUSABINOUD JA HOIATUSED
See seade on mdeldud kasutamiseks personalile, kes on saanud véljadppe abistatud viljastamisprotseduuride alal. Need protseduurid
hdlmavad seadme sihtotstarbelist kasutamist.

Vahendit kasutav asutus vastutab toote jalgitavuse eest ja peab vajaduse korral jargima jélgitavust puudutavaid riiklikke eeskirju.

Arge kasutage lahuseviaali, milles on margata kahjustusi, lekkeid, osakesi voi hagusust. Korvaldage toode kooskdlas siseriikliku
seadusandlusega.

Saastumise valtimiseks kasitsege vahendeid aseptilist tehnikat kasutades.
Praegusel ajal nitab erialane kirjandus, et vitrifitseerimise pikaajalised méjud ootsiilitidele ja embriotele on teadmata.
Arge kasutage iihtegi pudelit, mille steriilne pakend on kahjustunud.

EL: inimverest vdi -plasmast valmistatud ravimite manustamisega kaasneva infektsiooniohu valtimiseks kasutatakse standardmeetmetena
mh doonorite valimist, individuaalse doonorvere ja kokkusegatud plasma skriinimist spetsiifiliste infektsioonimarkerite suhtes ning
selliste tootmisprotsesside rakendamist, mis inaktiveeriksid véi havitaksid thusalt viiruseid. Hoolimata sellest ei saa inimverest véi
-plasmast valmistatud ravimite manustamisel téielikult valistada infektsioonikandjate Ulekandumist. See kehtib ka senitundmatute voi
uute viiruste ja teiste patogeenide kohta. Puuduvad tdendid 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 ettevdttes FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. toodetud reproduktiivset soddet, margitakse iles
toote nimetus ja partii number.

USA: toode sisaldab inimese seerumi albumiini (HSA). Selle preparaadi tootmisel kasutatud inimpéritoluga lahtematerjali on testitud
USA Toidu- ja Ravimiameti (FDA) litsentsitud katsekomplektidega ning on leitud, et need on C-hepatiidi (HCV) antikehade ja inimese
immuunpuudulikkuse viiruse (HIV) antikehade suhtes mittereaktiivsed. Siiski ei taga Ukski testimismeetod taielikult, et inimpéritoluga
tooted on infektsioonivabad. Kéidelge kdiki inimpéritoluga lahtematerjale nakkust edastada véiva materjalina ja rakendage (ldisi
ettevaatusabindusid. 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: Kizérolag professzionélis felhasznalésra.

FELHASZNALASI JAVALLAT
A Vit Kit-Freeze NX asszisztalt reprodukciés eljarasokban vald alkalmazasra szolgal, human petesejtek (MIl), pronuklearis (PN)
zigbtaktdl 3 napos, barazdalodasi szakaszban 1évé embridk és blasztociszta stadiumban lévé embriok vitrifikacidjahoz és tarolasahoz.

TERMEKISMERTETES
Az Equilibration NX-ES a Continuous Single Culture Medium (CSCM) kétszeresen pufferelt oldata (HEPES és MOPS), amely
gentamicin-szulfatot, 7,5% (v/v) DMSO-t és etilén-glikolt, valamint 20% (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS) készitményt tartalmaz.

A Vitrification NX-VS a CSCM kétszeresen pufferelt oldata (HEPES és MOPS), amely gentamicin-szulfatot, 15% (v/v) DMSO-t és
etilén-glikolt, 20% (v/v) DSS-t és 0,5 M trehalézt tartalmaz.

A Washing NX-WS a CSCM kétszeresen pufferelt oldata (HEPES és MOPS), amely gentamicin-szulfatot és 20% DSS-t tartalmaz.
ADSS egy fehérjekiegészitd készitmény, amely 50 mg/ml gydgyaszati minéségli human szérumalbuminbol (HSA) és 20 mg/ml
dextranbol all. A Vit Kit-Freeze NX oldat 20% (v/v) DSS-t tartalmaz, amely 10 mg/ml-es HSA és 4 mg/ml-es dextran végsé
koncentraciot jelent.

Ezeket az oldatokat egymas utan kell alkalmazni a Iépésenkénti mikrocsepp-vitrifikacios protokolinak megfeleléen.

OSSZETETEL
Sok és ionok Aminosavak L-fenilalanin Energiaszubsztratok
Kélium-foszfat L-arginin L-szerin Dextréz
Natrium-klorid Glicin L-treonin Natrium-piruvat
Kalium-klorid L-hisztidin L-triptofan Natrium-laktat
Magnézium-szulfat L-lizin L-valin
Kalcium-klorid L-prolin L-cisztin Fehéri

L-tirozin feherje )
Puff L-alanin Antioxidansok Human szérumalbumin (HSA)

uter . L-aszparaginsav Natrium-citrat

Nétrium-bikarbonét L i atrum-cira

-aszparagin EDTA Krioprotektansok
HEPES L-glutaminsav p
MOPS L-izoleucin Dextran

L-leucin Antibiotikum Eﬁhalofk |

_alanil-L- i a7l ilén-gliko

I[_%Igglclml_inglutamm Gentamicin-szulfat Dimetil-szulfoxid
MINGSEGBIZTOSITAS

A Vit Kit-Freeze NX oldatai membransz(iréssel és aszeptikus technikaval készliltek, validalt gyartasi eljarasok szerint.

A Vit Kit-Freeze NX minden egyes tételére elvégzik a kdvetkezd teszteket:

+ Endotoxin limulus amébocita lizdtum (LAL) médszerrel (< 0,6 EU/ml) az Amerikai Gydgyszerkdnyv <85> bakterialis endotoxinokra
vonatkoz6 és az Eurépai Gyogyszerkdnyv 2.6.14 vizsgélataval;

« Egérembrio-assay (egysejtes) (= 80% kiterjesztett blasztociszta);

« Sterilitas a jelenlegi Amerikai Gyogyszerkényv <71> sterilitési és az Eurdpai Gydgyszerkdnyv 3.2 (Sikeres) vizsgalataval.

Minden eredményrdl jelentés készil egy tételspecifikus analitikai bizonylaton, amely kérésre hozzaférhetd.

SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ANYAGOK

+ Valasztott vitrifikacios eszkdz

+ Steril Petri-csészék (50 x 9 mm-es, Falcon 351006 vagy azzal egyenértékd)

+ Kriocsovek (4,5 ml-es) vagy kelyhek és cryocane-ek

+ Hialuronidaz (katalogusszam: 90101) a petesejtek vitrifikaciéjahoz

+ Eldobhaté kesztylk

+ Transzferpipettak (huzott liveg pipettak vagy mikropipettahegyek, ~200 um-es bels6 hegyatmérével)
« Csipesz vagy fogo

+ Stopperéra vagy id6zit6

+ Folyékony nitrogénes tartaly (dewar vagy polisztirolhab-tartaly fedéllel, 1-2 I-es térfogat)

+ Folyékony nitrogén (elegendé mennyiség a tartalyban a 4 hiivelykes mélység eléréséhez)

HASZNALATI UTASITAS
A Vit Kit-Freeze NX dsszetevdkre vonatkozd kdvetelmények (alkalmazasonként):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 pl a petesejt-vitrifikacios protokollhoz
vagy
50 pl az embridvitrifikacios protokollhoz
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl mindkét vitrifikacios protokollhoz
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl a petesejt-vitrifikacids protokollhoz

MAGYAR 4/1.



VITRIFIKACIOS PROTOKOLL:

MEGJEGYZES: Az eljarasokat szobahtmérsékleten (20-27 °C) kell elvégezni. NE HASZNALJON melegitett mikroszkoptargyasztalt
a kovetkezd eljarasokhoz.

VIGYAZAT! Az ES- és VS-oldatokban térténd kiegyenlités soran minimalizalja a minta fénynek valo kitettségét.

1.

N o oA w

Az ES, a VS és a WS felhasznalandd mennyiségének hémérsékletét allitsa szoba-hémérséklettire (20-27 °C).

MEGJEGYZES: Ne melegitse fel ismételten szoba-hdmérsékletiire a teljes ES-, VS- és WS-fiolakat, ha minden alkalommal csak
egy része sziikséges az oldatnak. Javasoljuk, hogy mérje ki a felhaszndlandé mennyiséget, és a kimérés utan azonnal tegye vissza
a fiolakat 2-8 °C-ra. A Washing NX (WS) a petesejt-vitrifikaciohoz hasznalando.

. Toltse fel a folyékony nitrogénes tartalyt annyi folyékony nitrogénnel (LN,), amely elegendd a 4 hiivelykes mélység elérésehez vagy

a cryocane-en talalhato kriocsé teljes alameritéséhez, és helyezze a mikroszkop kdzelébe. Csatlakoztasson egy kriocsovet vagy
(le nem zart) kelyhet egy cryocane als6 fogéjahoz, és meritse folyékony nitrogénbe a vitrifikalt mintak tarolasanak elékészitéséhez.

. Hatarozza meg a vitrifikalandé mintak szamat.

. Cimkézze fel az 8sszes steril Petri-csészét (vagy fedelet) és krio taroléeszkdzt a szikséges informaciokkal.
. Az eljaras megkezdése el6tt gondosan vizsgalja meg a vitrifikacios eszkozt.

. Ovatosan forditsa le-fel az egyes ES- és VS-fiolakat a tartalmuk hasznalat elétti 6sszekeveréséhez.

. Készitse el az oldatcseppeket tartalmazé csészéket a vitrifikacios eljarashoz az aldbbiak szerint:

A. PETESEJT (MII) vitrifikacios protokollja:
1. MEGJEGYZES: A kinyert petesejteket hialuronidazzal csupaszitjuk le MIl llapotuk megerdsitése érdekében.
2. MEGJEGYZES: Az embridvitrifikacios protokollt lasd a B szakaszban.
1. Aszeptikusan adagoljon egy 20 ul-es WS-, ES1- és ES2-cseppet egymas kozelébe és egy ES3-cseppet a steril Petri-csésze
megforditott fedelére az 1. bran lathaté modon, majd helyezze a csészét a mikroszkop targyasztalara:
* egy 20 pl-es WS-csepp
+ harom 20 pl-es ES-csepp (ES1, ES2, ES3) (6sszesen 60 pl)

2. Vegye ki az MIl petesejteket tartalmazé tenyészt6esészét az inkubatorbdl, és mikroszkop alatt ellenérizze a mintak mindségét.
Ha lehetséges, csak a legjobb minéségii MIl stadiumu petesejte(ke)t valassza ki.
VIGYAZAT! AWS-, ES- és VS-cseppekben torténd kiegyenlités soran minimalizalja a minta (mintak) fénynek valo kitettségét.
3. Helyezze ata petesejtet (egyszerre legfeljebb kettét) minimalis mennyiségii médiummal az (inkubatorban 1év6) tenyésztécsészébdl
a 20 pl-es WS-cseppbe egy percre.

4. Egyesitse a WS-cseppet az ES1-cseppel (lasd az 1. abran az 1. nyilat) a transzferpipetta hegyével, és hagyja 2 percig spontan
keveredni a két oldatot.

5. Ezutan egyesitse az ES2-cseppet (2. nyil) a korabban egyesitett cseppekkel, és hagyja 2 percig.
6. Helyezze at a petesejte(ke)t minimalis mennyiségii oldattal az egyesitett cseppbél az ES3-cseppbe 6-10 percre.

Megjegyzés: A petesejt(ek) ES3-ban torténd kiegyenlitése akkor fejez6dik be, amikor a zona pellucida és a perivitellinaris tér
vastagsaga megegyezik. A petesejt (petesejtek) altalaban 3 percen beliil a csepp aljan helyezkedik (helyezkednek) el.

7. Az ES3-ban torténd kiegyenlités ideje alatt aszeptikusan adagoljon egy (1) 50 ul-es VS-cseppet a teljes kiegyenlités eltt,
és készitse el6 a valasztott vitrifikacios eszkdzt a behelyezéshez (2. abra).

8. Akovetkezd lépéseket (9-13. 1épés) 80-110 masodperc alatt kell elvégezni.

Usznak, ezért Ugy éllitsa be a fokuszt a mikroszkdpon, hogy az expozicié soran a vizualizacié folyamatos legyen, és tartsa
a transzferpipetta hegyét a kdzelben a cseppek kdzotti gyors atvitel biztositasa érdekében. Lasd a 2. dbrat.

9. Atranszferpipetta hegyét kbzvetlenil az ES-ben torténd kiegyenlités befejezése elétt oblitse at és toltse fel VS-szel, szivja fel
a minta(ka)t minimalis mennyiségii ES-szel a pipetta hegyébe, és helyezze at a VS-cseppbe 50-60 masodpercre. Helyezze
a petesejteket a VS aljara. Az elhelyezés kdzben a petesejtek fel fognak Uszni a VS tetejére. A VS-szel val¢ teljes atoblités
érdekében pipettazassal dvatosan mozgassa vissza a petesejteket a VS alsé kdzépsd részére.
Ezen folyamat soran a petesejtek kiszaradnak és Ujra fel fognak Uszni.

10. Helyezze be és zarja le a vitrifikacios eszkozt a gyarté utasitasai szerint.

11. Helyezze a vitrifikalt minta(ka)t a valasztott vitrifikacios eszkdzon az aldmeritett, LN -vel teli kriocsébe vagy kehelybe (a cryocane-
en) — 3. dbra. Zarja le a kriocsovet (vagy kelyhet) vagy csatlakoztassa fejjel lefelé egy masik, lezératlan kriocséhdz a vitrifikalt
eszkoz folyékony nitrogénben térténd rogzitéséhez.

12. Helyezze az LN -tartalyt az LN,-kriofagyaszt6 kizelébe, és helyezze a cryocane-t a tartalméval egyitt a kriofagyasztoba a hossz(
tavu tarolashoz.

B. EMBRIO (PN-t6l blasztocisztaig) vitrifikacios protokollja
1. Aszeptikusan adagoljon egy 50 pl-es ES-cseppet egy Petri-csésze felforditott fedelébe (4. abra).

2. Vegye ki az embrio(ka)t tartalmazo tenyésztécsészét az inkubatorbdl, és mikroszkop alatt ellendrizze a minta (mintak) minéségét.
Ha lehetséges, csak a legjobb mindségii embrid(ka)t valassza ki a vitrifikaciohoz.

3. Ovatosan helyezze at a mintat (egyszerre legfeljebb kett6t) minimalis mennyiségii médiummal a tenyésztécsészébdl
az ES-cseppbe, és inditsa el az iddzit6t.
Az embridknak az ES-cseppben lassan, szabadeséssel, 6-10 perc alatt kell egyensilyba keriinitik.
1. MEGJEGYZES: A minta zsugorodni fog, majd fokozatosan visszanyeri az eredeti méretét, ami azt jelzi, hogy a kiegyenlités
befejezdott.
VIGYAZAT! Az ES- és VVS-cseppekben torténd kiegyenlités soran minimalizalja a minta (mintak) fénynek val kitettségét.

4. Az ES-ben torténd kiegyenlités ideje alatt aszeptikusan adagoljon egy 50 ul-es VS-cseppet a 4. abran lathaté modon, és készitse
el6 a valasztott vitrifikacios eszkozt a behelyezéshez.
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5. Atranszferpipetta hegyét kdzvetlenil az ES-ben torténd kiegyenlités befejezése elétt oblitse at és toltse fel VS-szel, szivja fel
aminta(ka)t minimalis mennyiségii ES-szel a pipetta hegyébe, és helyezze at a VS-cseppbe legalabb 30 méasodpercre. Helyezze
azembritkat a VS aljara. Az elhelyezés kdzben az embridk fel fognak Uszni a VS tetejére. AVS-szel valo teljes 6blités érdekében
pipettazassal 6vatosan mozgassa vissza az embridkat a V'S alsé kbzépso részére.

2. MEGJEGYZES: Ezen folyamat sorén az embriok kiszaradnak és Gjra fel fognak Gszni.

6. Helyezze be és zarja le a vitrifikacios eszkozt a gyartd utasitasai szerint.

7. Helyezze a vélasztott, vitrifiklt vitrifikacios eszkézt az alameritett, LN,-vel teli kriocsébe vagy kehelybe (a cryocane-en) - 3. dbra.
Zérja le a kriocsovet (vagy kelyhet) vagy csatlakoztassa fejjel lefelé egy mésik, lezaratlan kriocs6hdz a vitrifikalt eszkoz folyékony
nitrogénben trténd rogzitéséhez.

8. Helyezze az LN -tartalyt az LN,-kriofagyaszto kozelébe, és helyezze a cryocane-t a tartalméaval egyiitt a kriofagyasztoba a hosszd
tavu tarolashoz.

A termékek hasznélatara vonatkoz6 tovabbi részletekért minden laboratériumnak a sajat laboratériumi eljarasait és protokolljait kell
figyelembe vennie, amelyeket specifikusan a sajat orvosi programjukhoz hoztak létre és optimalizaltak.

TAROLASI UTASITASOK ES STABILITAS
A bontatlan fiolakat tarolja htve, 2 °C és 8 °C kozott. A Vit Kit-Freeze NX oldatok stabilak a fiolak cimkéjén feltiintetett lejarati idGig,
ha tarolasuk az utasitasoknak megfelelden térténik.

Atartalyok kinyitasa utan ne hasznalja a médiumokat tizennégy (14) napnal tovabb.

Mivel a termékben human eredetii 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 reprodukciés eljarasokban képzett személyzet ltali felhasznalasra szantak. Ezen eljarasok kozé tartozik
az az alkalmazas is, amelyre ezt a terméket szantak.

Aterméket hasznald intézmény felelds a termék nyomon kévethetdségének fenntartasaért, és be kell tartania a nyomon kdvethetdségre
vonatkoz6 orszagos eldirasokat, ha vannak ilyenek.

Ne hasznélja az oldat olyan fiolajat, amely sériilt, szivarog, részecskék jelenlétét, illetve zavarossagot mutat. A terméket a vonatkozd
eléirasoknak megfeleléen dobja ki.

A beszennyezddéssel jaré problémak elkeriilése érdekében aszeptikus technikék alkalmazasaval kezelje.
Jelenleg a kutatasi szakirodalom szerint a vitrifikacionak a petesejtekre és az embridkra gyakorolt hosszu tavli hatasa ismeretlen.
Ne haszndljon olyan tiveget, amelynek a steril csomagolasa megsériilt.

EU: A human vérbdl vagy plazmabdl késziilt gyogyszerkészitmények hasznalatabdl eredd fertézések megakadalyozasara iranyuld
szokasos intézkedések kdzé tartozik a donorok kivalasztasa, az egyes véradomanyok és plazmapoolok sziirése a fertézések specifikus
markereire, valamint a virusok hatastalanitasa/eltavolitasa érdekében elvégzett hatékony gyartasi lépések. Ennek ellenére a human
vérbél vagy plazmabol késziilt gyogyszerkészitmények beadasakor nem zarhato ki teljesen a fertéz6 agensek atadasanak lehetésége.
Ez érvényes azismeretlen és Gjonnan megjelend virusokra és mas korokozokra is. Az Europai Gyogyszerkonyv leirasa szerinti eljarasokkal
gyartott albumin esetében nem jelentettek bizonyitott virusfertézést. Ha FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. Reproductive Media Products
tenyésztémédiumot adnak be egy betegnek, erdsen javallott a termék nevét és tételszamat feliegyezni, hogy ismert maradjon a termék
tételének és a betegnek a kapcsolata.

AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK: Ez a termék human szérumalbumint (HSA) tartalmaz. A termék elallitasa soran hasznélt emberi
eredet(i 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 eredetl készitmények nem fertézéek. Minden emberi eredetli anyagot ugy kell kezelni,
mintha fertdz6képes lenne, ezért meg kell tenni az altalanos évintézkedéseket. A donorokat Creutzfeldt-Jakob-korra (CJD) is sz(irték.

ELLENJAVALLAT

A termék gentamicin-szulfatot tartalmaz. Megfelel8 elévigyazatossagi intézkedéseket kell tenni, hogy megbizonyosodjon, a beteg nem
szenzitizalt erre az antibiotikumra.
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LIETUVIY K.

ES PERSPEJIMAS. Skirta naudoti tik specialistams.

NUMATYTOJI PASKIRTIS
LVit Kit - Freeze NX* yra skirtas naudoti atliekant pagalbinio apvaisinimo procediras, skirtas zmogaus kiausialas€iy (M), zigoty su
probranduoliais (PN) 3 dienos skilimo stadijos embriony, ir blastocistos stadijos embriony vitrifikacijai ir laikymui.

ITAISO APRASYMAS
wEquilibration NX-ES* yra dvejopai buferintas (HEPES ir MOPS) ,Continuous Single Culture” terpés (CSCM) tirpalas, kurio sudétyje
yra gentamicino sulfato, po 7,5 % (v/v) dimetilsulfoksido (DMSO) ir etilenglikolio bei 20 % (v/v) dekstrano serumo priedo (DSS).

,Vitrification NX-VS“ yra dvejopai buferintas (HEPES ir MOPS) CSCM terpés tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato,
po 15 % (v/v) dimetilsulfoksido (DMSO) ir etilenglikolio bei 20 % (v/v) DSS ir 0,5 M trehalozés.

,Washing NX-WS* yra dvejopai buferintas (HEPES ir MOPS) CSCM tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino sulfato ir 20 % DSS.
DSS yra baltyminis papildas, kurj sudaro 50 mg/ml terapinés paskirties Zmogaus serumo albumino (2SA) ir 20 mg/ml dekstrano.
,Vit Kit — Freeze NX* DSS yra naudojamas 20 % (v/v) koncentracijos, kad baty gauta galuting 10 mg/ml ZSA ir 4 mg/ml dekstrano
koncentracija.

Sie tirpalai bus naudojami sekoje pagal nuosekiy mikrolay vitrifikacijos protokola.

SUDETIS
Druskos ir jonai Aminorigstys L-fenilalaninas Energetiniai substratai
Kalio fosfatas L-argininas L-serinas Dekstrozé
Natrio chloridas Glicinas L-treoninas Natrio piruvatas
Kalio chloridas L-histidinas L-triptofanas Natrio laktatas
Magnio sulfatas L-lizinas L-valinas
Kalcio chloridas L-prolinas L-cistinas Balt
L-tirozinas Zim bumi
A L-alaninas Antioksidantai £mogaus serumo albuminas,
Buferinis tirpalas L-asparto riqétis T 7ZSA
— p rug Natrio citratas
Natrio bikarbonatas L-asparaginas EDTA
FAE)F;ESS t:igzlgltglr}::?ngjsgsns Krioprotekcinés medziagos
L-leucinas Antibiotikai ?ekhstlranas
alanilo |- ; L rehalozé
I[_%Igggﬂihgutamlnas Gentamicino sulfatas Etilenglikolis
Dimetilsulfoksidas
KOKYBES UZTIKRINIMAS

,Vit Kit - Freeze NX tirpalai yra filtruoti naudojant membranini filtra ir apdoroti steriliomis salygomis pagal patvirtintus gamybos procesus.

Vit Kit - Freeze NX* kiekvienai partijai atliekami Sie testai:

+ endotoksiny kiekio nustatymas pagal kardauodegio krabo amebocity lizato (LAL) analizés metoda (0,6 EU/mI) naudojant Jungtiniy
Amerikos Valstijy farmakopéjos bakterinius endotoksinus <85> ir Eur. Farm. 2.6.14;

* pelés embriono tyrimas (vienos lastelés) (= 80 % padidéjusi blastocista);

« sterilumo pagal $iuo metu patvirtinta Jungtiniy Valstijy farmakopéjos sterilumo testa <71>, Eur. Farm. 3.2 (atitinka reikalavimus).

Visi rezultatai pateikiami pagal atskiry partijy parametrus parengtuose analizés sertifikatuose, kuriuos galima gauti uzsakius.

REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS PRIEMONES

+ Pasirinktas vitrifikacijos prietaisas

+ Sterilios petri Iek3telés (50 X 9 mm, ,Falcon 351006 arba analogiskos)

+ Kriogeniniai mégintuvéliai (4,5 ml) arba taurés ir kriogeniniai laikikliai

+ Hialuronidazé (katalogo nr. 90101) oocity vitrifikacijai

+ Vienkartinés pirstinés

+ Perkeélimo pipetés (stiklo pipetés arba mikropipeciy antgaliai, kuriy vidinis skersmuo ~200 um)
* Pincetas ar Znyplés

+ Chronometras arba laikmatis

+ Skystojo azoto indas (diuaro arba polistirolo talpyklé su dangteliu, 1-2 | taris)
+ Skystasis azotas (pakankamas taris 4 coliy gyliui pasiekti talpykléje)

NAUDOJIMO NURODYMAI
Vit Kit - Freeze NX* komponenty reikalavimai (naudojimui):
+Equilibration NX-ES" (ES):

60 l oocity, vitrifikacijos protokolui

arba

50 pl embriono vitrifikacijos protokolui
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,Vitrification NX-VS* (VS):

50 pl bet kuriam vitrifikacijos protokolui
,Washing NX-WS* (WS):

20 pl oocity vitrifikacijos protokolui

VITRIFIKACIJOS PROTOKOLAS

PASTABA. Proceddras reikia atlikti kambario temperatdroje (20-27 °C). Sioms procediroms NENAUDOKITE ildomo mikroskopo stalelio.
PERSPEJIMAS. Nusistovint ES ir VS tirpaluose minimaliai sumazZinkite Sviesos poveikj bandiniui.

1.
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Naudojama ES, VS ir WS kiekj susildykite iki kambario temperatiros (20-27 °C).

PASTABA. Stenkités pakartotinai nesusildyti visy ES, VS ir WS flakony iki kambario temperatiros, kai kaskart reikia tik dalies tirpalo.
Geriau paimti naudojama kiek| ir po paémimo i8kart grazinti flakonus | 2-8 °C temperatira. ,Washing NX“ (WS) yra naudojamas
oocity vitrifikacijai.

. Pripildykite skystojo azoto talpykle skystojo azoto (LN,) tiek, kad bdty pasiektas 4 coliy gylis arba galétuméte visiSkai panardinti

kriogeninj mégintuvélj ant laikiklio, ir padékite netoli mikroskopo. Pritvirtinkite kriogenin| mégintuvél arba taure (neuzdengta) prie
kriogeninio laikiklio apatinio gnybto ir panardinkite | skystajj azotq paruoSdami laikyti vitrifikuotus bandinius.

. Nustatykite norimy vitrifikuoti bandiniy skai¢iy.

. Pazymékite ant kiekvienos sterilios petri IekStelés (ar dangtelio) ir kriogeninio saugojimo jrenginio reikalingg informacija.
. Prie$ pradédami procedira, atidziai patikrinkite vitrifikavimo prietaisa.

. Prie naudodami $velniai pavartykite kiekvieng ES ir VS flakong, kad sumaiSytuméte jy turinj.

. Lék3tele su tirpaly laeliais vitrifikacijos procedrai paruo$kite taip:

A. 00CITY (MII) vitrifikacijos protokolas
1 PASTABA. Paimti oocitai yra atidengiami hialuronidaze, siekiant patvirtinti, kad jie yra MIl.
2 PASTABA. Embriony vitrifikacijos protokolg rasite B skyriuje.

1. Steriliai uzladinkite 20 pl WS, ES1 ir ES2 la$q arti vienas kito ir ES3 ant apversto sterilios petri IkStelés dangtelio, kaip parodyta

1 pav., ir padékite 1ékStele ant mikroskopo stalelio:
+ vienas 20 pl WS laas;
¢ trys 20 pl (i$ viso 60 pl) ES (ES1, ES2, ES3) lasai.

2. I8imkite pasélio lékstele, kurioje yra Ml oocitai, i$ inkubatoriaus ir po mikroskopu patikrinkite bandiniy kokybe. Jeigu galima,
rinkités tik geriausios kokybés MIl stadijos oocita (-us).

PERSPEJIMAS. Nusistovint WS, ES ir VS laeliuose minimaliai sumazinkite $viesos poveikj bandiniui (-iams).

3. Perkelkite oocitg (iki 2 vienu metu) su minimaliu kiekiu terpés i$ pasélio lékstelés (inkubatoriuje) { 20 pl WS lasa vienai minutei.

4. Perkeélimo pipetés antgaliu suliekite WS ladg su ES1 (zr. 1 pav., 1 rodyklé) ir leiskite dviems tirpalams savaime susimai8yti
2 minutes.

5. Tada {laSinkite ES2 la$q (2 rodyklé) | anksciau sulietus lasus ir palikite 2 minutéms.

6. Perkelkite oocita (-us) su minimaliu tirpalo kiekiu i$ sulieto laSo | ES3 la$g 610 minuciy.

Pastaba: oocito (-u) nusistovéjimas ES3 yra uzbaigtas, kai skaidriojo apvalkalo ir perivitelinés ertmés tarpo storis yra lygus.
Paprastai oocitas (-ai) nusés | lao apacig per 3 minutes.

7. Nusistovint ES3 steriliai paimkite vieng (1) 50 pl VS lada prie$ baigiant nusistovéti ir paruo$kite pasirinkta vitrifikacijos prietaisa,
{déti (2 pav.).

8. Siuos veiksmus (9-13) reikia atlikti per 80-110 sekundziy.

PERSPEJIMAS. VS poveikis bandiniams turi biti ribotas, kad bty apsaugota nuo citotoksiskumo. Bandinys (-iai) linkes (-¢)
pladuriuoti VS, todél pakoreguokite centra per mikroskopg, kad nuolat galétumeéte stebéti poveikj ir $alia turékite perkelimo
pipetés antgalj, kad galétuméte garantuoti greita perkélima tarp laseliy. Zr. 2 pav.

9. I8kart pries$ baigiant nusistovéti ES, nuskalaukite ir pripildykite perkélimo pipetés antgalj VS ir jtraukite bandinj (-ius) su minimaliu
ES tariu | pipetés antgal; perkelkite | VS lasg 50-60 sekundZiu. ISleiskite oocitus | VS apacia, ISleidZiant oocitai iSplauks | VS virdu,
Norédami uztikrinti visiSkg nuplovima VS, Svelniai perkelkite oocitus pipete atgal | VS dugno vidurj.

Sio proceso metu oocitai bus dehidratuoti ir vél iskils.

10. Pakraukite ir uzsandarinkite vitrifikacijos prietaisa, kaip nurodyta gamintojo.

11. Sudékite vitrifikuota (-us) bandinj (-ius) | pasirinkta vitrifikacijos prietaisg | panardinta LN, pripildyta kriogeninj mégintuvélj arba
taure (ant kriogeninio laikiklio) 3 pav. UZdékite ant kriogeninio mégintuvélio (ar taurés) dzangtel'[arba pritvirtinkite apversta prie
kito neuzdengto kriogeninio mégintuvélio, kad galétuméte uzdaryti vitrifikuota prietaisa skystajame azote.

12. Perkelkite LN, talpykle arti LN, krio$aldiklio ir kriogeninj laikiklj su visu turiniu | krioSaldiklj ilgalaikiam saugojimui.

B. EMBRIONU (nuo PN iki blastocistos) vitrifikacijos protokolas

1. Steriliai uZlaSinkite vieng 50 pl ES la33 ant petri [ékStelés apversto dangtelio (4 pav.).

2. I8imkite pasélio I€kStele, kurioje yra embrionas (-ai), i§ inkubatoriaus ir po mikroskopu patikrinkite bandinio (-iy) kokybe.
Jeigu galima, vitrifikuoti rinkités tik geriausios kokybés embriong (-us).

3. Atsargiai perkelkite bandin (iki dviejy vienu metu) su minimaliu terpés kiekiu i§ pasélio Iekstelés | ES lasq ir paleiskite laikmat].
Embrionai turi Iétai nusistovéti ES lase laisvu kritimu 6-10 minugiy.
1 PASTABA. Bandinys susitrauks ir po to palaipsniui gri$ iki savo pradinio dydZio, tai reik$, kad nusistovéjimas yra baigtas.
PERSPEJIMAS. Nusistovint ES ir VS lageliuose minimaliai sumazinkite $viesos poveikj bandiniui (-iams).

4. Nusistovint ES steriliai uzlasinkite vieng 50 pl VS tirpalo la8a, kaip parodyta 4 pav., ir paruoskite pasirinkta vitrifikacijos
prietaisa jdéti.
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5. I8kart prie$ baigiant nusistovéti ES, nuskalaukite ir pripildykite perkélimo pipetés antgalj VS ir jtraukite bandinj (-ius) su minimaliu
ES tariu | pipetés antgalj; perkelkite { VS ladgq maziausiai 30 sekundziy. ISleiskite embrionus { VS apacia. I8leidziant embrionai
i8plauks | VS virSy. Norédami uztikrinti visiSka nuplovima VS, Svelniai perkelkite embrionus pipete atgal | VS dugno vidurj.

2 PASTABA. Sio proceso metu embrionai bus dehidratuoti ir vél ikils.

6. Pakraukite ir uzsandarinkite vitrifikacijos prietaisa, kaip nurodyta gamintojo.

7. Sudekite vitrifikuota pasirinkta vitrifikacijos prietaisa | panardintg LN, pripildyta kriogeninj mégintuvélj arba taurg (ant kriogeninio
laikiklio) 3 pav. Uzdékite ant kriogeninio mégintuvélio (ar taurés) dangtelj arba pritvirtinkite apversta prie kito neuzdengto kriogeninio
mégintuvélio, kad galétuméte uzdaryti vitrifikuota prietaisa skystajame azote.

8. Perkelkite LN, talpykle arti LN, krioSaldiklio ir kriogeninj laikiklj su visu turiniu  krioSaldiklj ilgalaikiam saugojimui.

I8samesniy Siy produkty naudojimo gairiy kiekviena laboratorija turi ieSkoti savo vidaus darbo tvarkos taisyklése ir metodiniuose
nurodymuose, specialiai parengtuose ir optimizuotuose pagal atskiros medicininés programos nuostatas.

LAIKYMO SALYGOS IR STABILUMAS
Neatidarytus flakonus laikykite atvésintus 2-8 °C temperatiroje. Kai laikomi taip, kaip nurodyta, ,Vit Kit — Freeze NX" tirpalai iSlieka
stabills iki ant flakono etiketés nurodytos galiojimo pabaigos datos.

Atidare talpykles, terpés nenaudokite ilgiau kaip keturiolika (14) dieny.

Kadangi produkte yra zmogaus kilmés medziagos, laikant gali susidaryti tam tikry kietyjy daleliy. Nezinoma, ar $ios kietosios dalelés
turi {takos produkto veikimui.

ATSARGUMO PRIEMONES IR |SPEJIMAI
Si priemoné yra skirta naudoti darbuotojams, imokytiems atlikti pagalbinio apvaisinimo proceddras. Tos proceddros apima priemonés
taikyma pagal numatytaja paskirtj.

Sig priemone naudojanti jstaiga yra atsakinga uz produkto atsekamumo duomeny kaupima ir privalo laikytis savo $alies norminiy
atsekamumo uztikrinimo reikalavimy, jei taikoma.

Negalima naudoti jokio tirpalo flakono, jei yra pazeidimu, nuotékis, matyti kietujy daleliy ar skystis atrodo drumstas. ISmeskite produkta
pagal taikomus reglamentus.

Norint iSvengti uzkrétimo, naudojimo metu reikia laikytis metodiniy aseptikos reikalavimu.
Siuo metu mokslingje literattiroje nurodoma, kad ilgalaikis vitrifikacijos poveikis oocitams ir embrionams yra nezinomas.
Nenaudokite produkto, jei pazeista sterili buteliuko pakuote.

ES. Taikomos standartinés priemonés siekiant iSvengti infekciju, 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 visiSkai 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, pagamintg taikant patvirtintus apdorojimo metodus. Primygtinai rekomenduojama kiekvieng karta
skiriant pacientui ,FUJIFILM Irvine Scientific, Inc.” reprodukcing mitybos terpe uzra$yti produkto pavadinima ir partijos numerj, kad baty,
galima susieti pacienta ir produkto partija.

JAV. Sio produkto sudétyje yra zmogaus serumo albumino (ZSA). $j produkta gaminant naudotos mogaus kilmés medziagos buvo
itirtos taikant JAV maisto ir vaisty administracijos (FDA) patvirtintus reagenty rinkinius, ir nustatyta, kad jos nereaktyvios hepatito C
viruso (HCV) antikiiny atzvilgiu ir zmogaus imunodeficito viruso (ZIV) antikany atzvilgiu. Visgi joks tyrimo metodas nesuteikia visapusisky
garantijy, kad i§ zmogaus kilmés medziagy pagamintuose preparatuose néra infekciniy ligy sukéléjy. Visas Zzmogiskos kilmés medziagas
tvarkykite taip, lyg jos galéty pernesti infekcijg, naudodami visuotines atsargumo priemones. Taip pat buvo itirta, ar preparaty Zaliavos
medziagy donorai néra uzsikréte Kroicfeldo-Jakobo liga.

KONTRAINDIKACIJOS

Produkto sudétyje yra gentamicino sulfato. Batina imtis tinkamy atsargumo priemoniy, uztikrinant, kad pacientas néra alergiskas Siam
antibiotikui.
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TURKGE

AB iCIN DIKKAT: Sadece Mesleki Kullanim igindir.

KULLANIM AMACI

Vit Kit - Freeze NX tirinintn yardimei Greme islemlerinde giin 3 klivaj evresi embriyolar ve blastokist evresi embriyolara kadar
proniikleer (PN) zigotlar ve insan oositlerinin (MII) vitrifikasyonu ve saklanmasinda kullaniimasi amaglanmigtir.

CiHAZ TANIMI

Equilibration NX-ES, Gentamisin Siilfat, %7,5 (h/h) DMSO ve etilen glikol (her biri) ve %20 (h/h) Dextran Serum Supplement (DSS)
iceren ¢ift tamponlu (HEPES ve MOPS) bir Continuous Single Culture medium (CSCM) sollisyonudur.

Vitrification NX-VS, gentamisin siilfat, %15 (h/h) DMSO ve etilen glikol (her biri), %20 (h/h) DSS ve 0,5 M Trehaloz igeren bir gift
tamponlu (HEPES ve MOPS) CSCM sollisyonudur.

Washing NX-WS, Gentamisin Silfat ve %20 DSS igeren ¢ift tamponlu (HEPES ve MOPS) bir CSCM 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 icin Vit Kit — Freeze NX icinde %20 (h/h) degerinde kullanilir.

Bu sollisyonlar kademeli mikrodamla vitrifikasyon protokoliine gére sirayla kullanilacaktir.

BILESIM
Tuzlar ve iyonlar Amino Asitler L-Fenilalanin Enerji Substratlari
Potasyum Fosfat L-Arjinin L-Serin Dekstroz
Sodyum Klorir Glisin L-Treonin Sodyum Piruvat
Potasyum Klorir L-Histidin L-Triptofan Sodyum Laktat
Magnezyum Siilfat L-Lizin L-Valin
Kalsiyum Klorar L-Prolin L-Sistin Protei
L-Tirozin crotein s
L-Alanin Antioksidanlar Insan Serum Albumini, ISA
Tampon ) L-Aspartik Asit Sodyum Si
Sodyum Bikarbonat L-Asparajin E%T)/,\um et Kriyokoruyucular
n-
HEPES L-Glutamik Asit
MOPS L-izolésin Dekstran
L-Lsin Antibiyotikler Trehaloz
L-Alanil-L-Glutamin Gentamisin Stlfat Etilen Glikol
L-Metiyonin Dimetilstlfoksit
KALITE GUVENCE

Vit Kit - Freeze NX igindeki sollisyonlar dogrulanmis iretim islemlerine gore membrandan filtrelenmis ve aseptik olarak iglenmistir.

Her Vit Kit - Freeze NX lotu su testlerden geger:

+ Endotoksin, Limulus Amebosit Lizat (LAL) metodolojisi (0,6 EU/mL), USP Bakteriyel Endotoksinler <85> ve Ph. Eur. 2.6.14
+ Fare Embriyo Testi (tek hiicre) (= %80 geniglemis blastokist)

*  Mevcut USP Sterilite Testi <71> ile sterilite, Ph. Eur. 3.2 (Gegti)

Tiim sonuglar istek tizerine saglanabilecek, lota spesifik bir Analiz Sertifikasinda bildirilir.

GEREKLI AMA DAHIL EDILMEYEN MATERYAL

+ Tercih edilen vitrifikasyon cihaz

+ Steril petri tabaklari (50 X 9 mm, Falcon 351006 veya esdegeri)

+ Kriyottipler (4.5 mL) veya gobletler ve cryocane (riinleri

+ Oosit vitrifikasyonu igin Hyaluronidase (Katalog #90101)

+ Tek kullanimlik eldivenler

« Transfer pipetleri (i¢ tip capi ~200 pum olan cekme cam pipetler veya mikropipet uglari)
+ Cimbiz veya forseps

+ Kronometre veya zamanlayici

+ Swvi nitrojen rezervuari (kapakli tank veya styrofoam kap, 1-2 L hacim)
« Swvi nitrojen (rezervuarda 4 ing derinlik elde etmeye yetecek hacim)

KULLANMA TALIMATI
Vit Kit - Freeze NX bilesen gereklilikleri (uygulama basina):
+  Equilibration NX-ES (ES):
60 pL, Oosit Vitrifikasyonu Protokoli igin
Veya
50 pL, Embriyo Vitrifikasyonu Protokolu igin
«  Vitrification NX-VS (VS):
50 pL, herhangi bir Vitrifikasyon Protokol igin
+ Washing NX-WS (WS):
20 L, Oosit Vitrifikasyonu Protokolii igin
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VIiTRIFIKASYON PROTOKOLU:

NOT: islemler oda sicakliginda (20-27°C) yapilacaktir. Asagidaki islemler igin isitilmig mikroskop tablasini KULLANMAYIN. DIKKAT: ES ve
VS sollisyonlarinda dengelenme sirasinda numunenin isi§a maruz kalmasini en aza indirin.

1.
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Kullanilacak ES, VS ve WS miktarini oda sicakligina (20-27°C) getirin.

NOT: Her seferinde sollisyonun bir kismi gerektiginde tiim ES, VS ve WS flakonlarini tekrar tekrar oda sicakligina getirmekten
kaginin. Kullanilacak miktari ayirip bu ayirma isleminden hemen sonra flakonlari tekrar 2-8°C'ye koymak daha iyi olur. Washing NX
(WS) oosit vitrifikasyonu igin kullanilir.

. Swvinitrojen rezervuarini sivi nitrojen (LN, ile 4 ing derinlik elde edecek veya gubuk tizerindeki kriyotlipli tamamen batirmaya yetecek

bir derinlige kadar doldurun ve mikroskopa yakin olarak yerlestirin. Bir cryocane alt klempine bir kriyottip veya goblet (kapaksiz) takin
ve vitrifiye numunelerin saklanmasina hazirlik olarak sivi nitrojene batirin.

. Vitrifiye edilecek numune sayisini belirleyin.

. Her steril petri tabagi (veya kapag) ve kriyosaklama cihazini gerekli bilgilerle etiketleyin.

. Isleme baglamadan dnce vitrifikasyon cihazini dikkatle inceleyin.

. Kullanim éncesinde igerigi karistirmak icin her ES ve VS flakonunu yavasca ters diiz edin.
. Vitrifikasyon islemi icin soliisyon damlalari igeren tabagi su sekilde hazirlayn:

A. OOSIT (MIl) Vitrifikasyonu Protokolii:
NOT 1: Alinan oositler, MIl olduklarini dogrulamak tizere Hyaluronidase ile soyulur.
NOT 2: Embriyo vitrifikasyonu protokolii igin bakiniz Bolim B.
1. Sekil 1'de gosterildigi gibi steril petri tabaginin ters gevrilmis kapagina ES3 ve birbirine gok yakin olarak WS, ES1 ve ES2'den
20 pL damlalari aseptik olarak koyun ve tabagi mikroskop tablasina yerlestirin.
+ bir 20 uL WS damlasi
+  li¢ 20 pL damla (toplam 60 pL) ES (ES1, ES2, ES3)
2. inkiibatdrden MIl oositlerini igeren killtiir tabagini alin ve mikroskop altinda numunelerin kalitesini kontrol edin. Miimkiinse sadece
en iyi kaliteye sahip MII evresi oositi/oositleri segin.
DIKKAT: WS, ES ve VS damlalarinda dengelenme sirasinda numunenin/numunelerin isi§a maruz kalmasini en aza indirin.

3. Oositi (her seferinde iki adede kadar olmak tizere) minimum vasat hacmiyle killttir tabagindan (inkiibatérde) 20 uL. WS damlasina
bir dakikaligina aktarin.

4. Transfer pipetinin ucuyla ES1 ve WS damlasini birlestirin (Bakiniz Sekil 1, ok 1) ve 2 dakika boyunca iki solisyonun kendiliginden
karismasini bekleyin.

5. Sonra ES2 damlasini (ok 2) daha dnce birlestirilmis damlalarla birlestirin ve 2 dakika boyle birakin.
6. Oositi/oositleri birlestirilmis damladan ES3 damlasina minimum sollisyon hacmiyle 6-10 dakikaligina aktarin.

Not: zona pellusida ve perivitellin bosluk kalinlidi esit oldugunda oositin/oositlerin ES3 iginde dengelenmesi tamamlanmistir.
Oosit/oositler tipik olarak 3 dakika iginde damlanin dibine ¢dkecektir.

7. ES3 icindeki dengelenme siiresi sirasinda tam dengelenme dncesinde aseptik olarak bir (1) 50 uL VS damlasi koyun ve tercih
edilen Vitrifikasyon cihazini yiikleme icin hazirlayin (Sekil 2).

8. Asagidaki adimlar (9-13) 80-110 saniye i¢inde tamamlanmalidir.
DIKKAT: Sitotoksisiteyi dnlemek igin numunelerin VS'ye maruz kalmasi sinirlanmalidir. Numune/numuneler VS'de yiizme
egiliminde oldugundan mikroskopun odagini, maruz birakma sirasinda strekli goriintileme saglayacak sekilde ayarlayin ve
damlalar arasinda hizli aktarmayi saglamak iizere transfer pipetinin ucunu yakin tutun. Bakiniz Sekil 2.

9. ESicinde dengelenmenin tamamlanmasindan hemen dnce transfer pipetini VS ile yikayip doldurun ve pipet ucuna minimum ES
hacmiyle birlikte numuneyi/numuneleri gekip VS damlasi icine 50-60 saniyeligine aktarin. Oositleri VS dibine birakin. Koyarken
oositler VS yiizeyine gikacaktir. VS ile tam yikamadan emin olmak icin oositleri pipetleme yoluyla tekrar VS alt ortasina getirin.
Bu islem sirasinda oositler dehidrate olacak ve tekrar yiizecektir.

10. Vitrifikasyon cihazini Ureticinin talimat verdigi sekilde yiikleyin ve mihiirleyin.

11. Tercih edilen Vitrifikasyon cihazinda vitrifiye numuneyi/numuneleri siviya batinimig, LN, doldurulmus kriyotiip veya goblete
(cryocane tizerinde) yerlestirin - Sekil 3. Vitrifiye cihazi sivi nitrojende sabitiemek igin kriyotiip (veya goblet) kapadini kapatin
veya bagka bir kapaksiz kriyotiiple birlikte ters olarak tutturun.

12.LN, rezervuarini LN, kriyodondurucusuna yaklastirin ve igindekilerle birlikte cryocane driintind uzun dénemli saklama igin
kriyodondurucuya aktarin.

B. EMBRIYOLAR (PN'den Blastokiste) Vitrifikasyon Protokolii:
1. Bir petri tabaginin ters gevrilmis kapagina aseptik olarak bir 50 pL ES damlasi koyun (bakiniz Sekil 4).

2. inkiibatdrden embriyoyu/embriyolari igeren kiltiir tabagini alin ve mikroskop altinda numunenin/numunelerin kalitesini kontrol
edin. Miimkiinse vitrifikasyon igin sadece en iyi kaliteye sahip embriyoyu/embriyolari segin.

3. Numuneyi (her seferinde iki adede kadar olmak tizere) minimum vasat hacmiyle birlikte kiiltir taba§indan ES damlasina dikkatle
aktarin ve zamanlayiciy baglatin.

Embriyolar ES damlas! iginde serbest diisme yoluyla 6-10 dakika dengelenmelidir.
NOT 1: Numune kigiilip sonra giderek orijinal blyiikligline donecektir ve bu durum dengelenmenin tamamlandigina isaret eder.
DIKKAT: ES ve VS damlalarinda dengelenme sirasinda numunenin/numunelerin isiga maruz kalmasini en aza indirin.

4. ES igindeki bu dengelenme siiresi sirasinda Sekil 4'te gosterildigi gibi aseptik olarak bir 50 pL VS sollisyonu damlasi koyun
ve tercih edilen vitrifikasyon cihazini yiikleme icin hazirlayin.
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5. ESicinde dengelenmenin tamamlanmasindan hemen dnce transfer pipetini VS ile yikayip doldurun ve pipet ucuna minimum ES
hacmiyle birlikte numuneyi/numuneleri ¢ekip VS damlasi igine minimum 30 saniyeli§ine aktarin. Embriyolari VS dibine birakin.
Koyarken embriyolar VS yiizeyine ¢ikacaktir. VS ile tam yikamadan emin olmak igin embriyolari pipetleme yoluyla tekrar VS alt
ortasina getirin.

NOT 2: Bu islem sirasinda embriyolar dehidrate olacak ve tekrar yizecektir.

6. Vitrifikasyon cihazini Ureticinin talimat verdigi sekilde yikleyin ve mihirleyin.

7. Tercih edilen Vitrifikasyon cihazinda vitrifiye numuneyi/numuneleri siviya batiriimis LN, doldurulmus kriyotiip veya goblete
(cryocane iizerinde) yerlestirin - Sekil 3. Vitrifiye cihazi sivi nitrojende sabitiemek igin kriyotiip (veya goblet) kapadini kapatin
veya bagska bir kapaksiz kriyotiiple birlikte ters olarak tutturun.

8. LN, rezervuarini LN, kriyodondurucusuna yaklagtirin ve igindekilerle birlikte cryocane driintind uzun dénemli saklama igin
kriyodondurucuya aktarin.

Bu driinlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar igin her laboratuvar kendi tibbi programiniza gore ézellikle gelistirilmis ve optimize edilmis
kendi laboratuvar iglemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

SAKLAMA TALIMATI VE STABILITE
Acllmamis flakonlari 2°C ile 8°C arasinda buzdolabinda saklayin. Talimattaki gibi saklandiginda Vit Kit — Freeze NX soliisyonlari flakon
etiketlerinde gosterilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

Kaplar agildiktan sonra vasati on dort (14) glinden fazla kullanmayin.

Uriinde insan kaynakli materyal bulundugundan saklama sirasinda bir miktar partikiil madde gelisebilir. Bu partikiil madde tipinin Griin
performansi (izerine bir etkisi bilinmemektedir.

ONLEMLER VE UYARILAR
Bu cihazin yardimci Greme iglemleri konusunda egitimli personelce kullaniimasi amaglanmistir. Bu islemlere bu cihazin kullaniminin
amaglandigi, amaglanmig uygulama dahildir.

Bu cihazi kullanan tesis, Urlinlin izlenebilirliginin stirdlrilmesinden sorumludur ve gegerliyse izlenebilirlikle ilgili ulusal diizenlemelere
uymak zorundadir.

Hasar, sizintl, partikiil madde veya bulaniklik bulgulari gésteren herhangi bir soliisyon flakonunu kullanmayin. Uriin ilgili diizenlemelerle
uyumlu olarak atin.

Kontaminasyon sorunlarindan kaginmak icin aseptik tekniklerle kullanin.

Su anda arastirma literatrd 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 iiriinlerin kullanimindan kaynaklanan enfeksiyonlarin 8nlenmesi igin alinan standart
dnlemler arasinda donérlerin segimi, bireysel bagislarin ve plazma havuzlarinin belirli enfeksiyon gstergeleri iin takibi ve virislerin
inaktivasyonu/uzaklastiriimasi igin etkili iretim asamalarinin kullaniimasi yer almaktadir. Bunlara ragmen insan kani veya plazmasindan
hazirlanan tibbi Grlinler uygulandidinda bulasici ajanlar iletme olasili§i tamamen ortadan kaldirilamaz. Bu ayrica bilinmeyen veya yeni
cikan virisler ve diger patojenler igin de gegerlidir. Yerlegmis siireglerle Avrupa Farmakopesi spesifikasyonlarina gére dretilen albuminle
ispatlanmis viriis bulagmasi raporu yoktur. Bir FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. Ureme Vasati Uriinleri kiiltiir vasatinin bir hastaya her
uygulanmasinda Urlinlin isim ve parti numarasinin hasta ile Grlin partisi arasinda bir baglantiyr siirdiirmek agisindan kaydedilmesi
kuvvetle 6nerilir.

ABD: Bu iiriin insan Serum Albumini (iS.A) ierir. Bu Grliniin dretilmesinde kullanilan insan kaynakli materyal FDA lisansli kitlerle test
edilmis ve Hepatit C (HCV) antikorlari ve Insan Immiinyetmezlik Viriisii (HIV) antikorlari agisindan reaktif olmadi§i bulunmustur. Bununla
birlikte higbir test yontemi insan kaynaklarindan tiiretilen triinlerin bulasici olmadigi konusunda tam glivence sunmaz. Tiim insan kaynakli
materyali evrensel énlemler kullanarak ve enfeksiyon bulastirabilirlermis gibi kullanin. Kaynak materyal donérleri CJD icin de taranmistir.

KONTRENDIKASYON
Uriin Gentamisin Silfat igerir. Hastanin bu antibiyotige karsi hassas olmadigindan emin olmak igin gerekli dnlemler alinmalidir.
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SLOVENCINA

UPOZORNENIE V EU: Len na profesionalne pouitie.

URCENE POUZITIE

Suprava Vit Kit — Freeze NX je uréena na pouZitie pri postupoch asistovanej reprodukcie na vitrifikaciu a uchovavanie fudskych
oocytov (MII), pronukledrych (PN) zygot az po 3-dfiové embrya v $tadiu ryhovania a embryi v §tadiu blastocysty.

POPIS ZARIADENIA

Equilibration NX-ES je dvojito pufrovany roztok (HEPES a MOPS) média Continuous Single Culture Medium (CSCM) obsahujuci
gentamicinsulfat, po 7,5 % (v/iv) DMSO a etylénglykolu, a 20 % (v/v) doplnku so sérovym dextranom (DSS).

Vitrification NX-VS je dvojito pufrovany roztok (HEPES a MOPS) média CSCM obsahujlci gentamicinsulfat, po 15 % (v/iv) DMSO
a etylénglykolu, 20 % (v/v) DSS a 0,5 M trehalozy.

Washing NX-WS (WS) je dvojito pufrovany roztok (HEPES a MOPS) média CSCM, obsahujlci gentamicinsulfat a 20 % 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 stprave Vit Kit — Freeze NX na vyslednd koncentraciu 10 mg/ml HSA a 4 mg/ml dextranu.

Tieto roztoky sa musia pouzivat v poradi uréenom protokolom na postupnu vitrifikaciu mikrokvapiek.

ZLOZENIE
Soli a iébny Aminokyseliny L-fenylalanin Energetické substrat
fosfore¢nan draselny L-arginin L-serin_ dextréza
chlorid sodny glycin L-treonin pyruvat sodny
chlorid draselny L-histidin L-tryptofan laktat sodny
siran horecnaty L-lyzin t'Va“t'",'
chlorid vapenaty II:-{)rollr] -Cystin Bielkovin
-tyrozin Slelkoviny .
Puf L-alanin Antioxidanty [udsky sérovy albumin, HSA
ﬁ (o i L-kyselina aspartova citrat sodny
ydrogénuhli¢itan sodny L_asparagm ) EDTA Kryoprotektant
HE)};ESS kyselina L-glutamova _Lp—ydextran
L-izoleukin p
L-leukin Antibiotika trehaléza
L-alanyl-L-glutamin gentamicinsulfat g?y'e"%'ykl?' .
L-metionin imetylsulfoxi
KONTROLA KVALITY

Roztoky v siiprave Vit Kit— Freeze NX su filtrované cez membranu a asepticky spracované podfa vyrobnych postupov, ktoré boli overené.

Kazda SarZa Vit Kit — Freeze NX presla nasledujlcimi skiskami:

+ endotoxin pomocou testu amébocytového lyzatu z ostrorepa amerického (LAL) (< 0,6 EU/mI) podra bakteriainych endotoxinov USP
<85> a Eurépskeho liekopisu 2.6.14

* test sterility embryi mysi (v jednej bunke) (= 80 % expandovanej blastocysty)

« sterilita pomocou aktuélneho testu sterility USP <71>, Eurépskeho liekopisu 3.2 (splnené)

V3etky vysledky sa zaznamendvaju na certifikat analyzy pre Specificku $arzu, ktory je dostupny na poziadanie.

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE MATERIALY

+ Vitrifikatné zariadenie podra vlastnej volby

+ Sterilné Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon 351006 alebo ekvivalentné)

+ Kryoskumavky (4,5 ml) alebo pohariky alebo kryotycinky

+ Hyaluronidaza (katalgové ¢. 90101) na vitrifikaciu oocytov

+ Jednorazové rukavice

+ Prenosové pipety (pipety z tahaného skla alebo $picky mikropipet s vnitornym priemerom $picky ~200 um)
+ Pinzeta alebo kliestiky

+ Stopky alebo ¢asomer

+ Zasobnik tekutého dusika (Dewarova alebo polystyrénova nadoba s vekom, objem 1 - 21)
+ Tekuty dusik (dostatoény objem na dosiahnute hibky 4 palcov v zasobniku)

NAVOD NA POUZITIE
PoZiadavky na ¢asti supravy Vit Kit — Freeze NX (na jednu aplikaciu):
+ Equilibration NX-ES (ES):
60 l na vitrifikacny protokol pre oocyty
alebo
50 pl na vitrifikacny protokol pre embrya
+ Vitrification NX-VS (VS):
50 pl na fubovolny vitrifikadny protokol
+ Washing NX-WS (WS):
20 pl na vitrifikacny protokol pre oocyty
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VITRIFIKACNY PROTOKOL:

POZNAMKA: Postupy sa musia vykonavat priizbovej teplote (20 °C - 27 °C). Na nasledujlice postupy NEPOUZIVAJTE zahriaty stolik
mikroskopu. UPOZORNENIE: Pocas ustalenia v roztokoch ES a VS minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.

1.

~N o oA w

MnoZstvo roztokov ES, VS a WS, ktoré sa ma pouzit, vytemperujte na izbov( teplotu (20 °C - 27 °C).

POZNAMKA: Celé skiimavky s roztokmi ES, VS a WS opakovane netemperuite na izbovi teplotu, ked je zakazdym potrebna len
Cast roztoku. Je lepsie alikvotovat mnozstvo, ktoré sa ma pouzit, a skimavky vréatit do teploty 2 °C - 8 °C hned po alikvotovani.
Roztok Washing NX (WS) sa pouziva na vitrifikaciu oocytov.

. Zasobnik tekutého dusika napliite tekutym dusikom (LN,) — dostato&nym mnozstvom, aby sa dosiahla hibka 4 palce alebo na tpné

ponorenie kryoskimavky na tycinke — a poloZte ho do blizkosti mikroskopu. Mikroskimavku alebo poharik (bez vrchnaka) pripevnite
k spodnej svorke kryotycinky a ponorte ho do tekutého dusika v ramci pripravy na uchovavanie vitrifikovanych vzoriek.

. Stanovte pocet vzoriek, ktoré sa idu vitrifikovat.

. Kazdu sterilnu Petriho misku (alebo vrchnak) a zariadenie na kryouchovavanie oznaéte potrebnymi informaciami.
. Skdr, nez zaCnete postup, pozorne prezrite vitrifikaéné zariadenie.

. Kazda skamavku s roztokmi ES a VS pred pouZitim jemne preklopte, aby sa premie3al obsah.

. Pripravte misku s kvapkami roztokov na vitrifikany postup nasledovnym spésobom:

A. Vitrifikaény protokol pre OOCYTY (MIl):
POZNAMKA 1: Ziskané oocyty sa obnazia hyaluronidazou na potvrdenie, Ze st MIl.
POZNAMKA 2: Vitrifikadny protokol pre embrya najdete v ¢asti B.
1. Asepticky nadavkujte 20 pl kvapku roztokov WS, ES1 a ES2 do tesnej blizkosti a ES3 na prevrateny vrchnak sterilnej Petriho
misky tak, ako je ukdzané na obrazku 1, a misku polozte na stolik mikroskopu:
* jednu 20 pl kvapku roztoku WS
+ tri 20 pl kvapky (60 pl celkom) roztoku ES (ES1, ES2, ES3)
2. Kultivaéna misku obsahujicu MIl oocyty vyberte z inkubatora a pod mikroskopom skontrolujte kvalitu vzoriek. Podla moznosti
vyberte len najkvalitnejSie oocyty v §tadiu MIl.
UPOZORNENIE: Pocas ustalenia v kvapkach WS, ES a VS minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.
3. Oocyt preneste (maximalne po 2 odrazu) s minimalnym mnozstvom média z kultivacnej misky (v inkubatore) do 20 pl kvapky
roztoku WS na jednu minGtu.
4. Kvapky roztokov WS a ES1 (pozri obrazok 1, Sipka 1) spojte Spickou prenosovej pipety a nechajte, aby sa tieto dva roztoky
spontanne mieSali 2 minaty.
5. Potom spojte kvapku roztoku ES2 (ipka 2) s uz predtym spojenymi kvapkami a nechajte postat 2 mindty.
6. Oocyty preneste s minimalnym mnozstvom roztoku zo spojenej kvapky do kvapky ES3 na 6 — 10 mintt.

Poznamka: ustalenie oocytov v ES3 je kompletné, ked sa hribka zona pellucida vyrovna s perivitelinnym priestorom. Oocyty
usadni na dno kvapky typicky do 3 min(t.

7. Pocas doby ustalenia v ES3 asepticky nadavkujte jednu (1) 50 pl kvapku roztoku VS pred kompletnym ustalenim a pripravte
vitrifikaéné zariadenie podra vlastnej volby na napinenie (obrazok 2):

8. Nasledujlce kroky (9 — 13) je potrebné vykonat za 80 — 110 sekdnd.

UPOZORNENIE: Vystavenie vzoriek roztoku VS by sa malo obmedzit, aby sa zabranilo cytotoxicite. Vzorky maju tendenciu
vznasat sa v roztoku VS, takZe prisposobte zaostrenie mikroskopu tak, aby sa zabezpecilo kontinuélne zobrazenie pocas
expozicie, a Spicku prenosovej pipety drzte v blizkosti, aby sa zaistil rychly prenos medzi kvapkami. Pozri obrazok 2.

9. Spicku prenosovej pipety oplachnite a napliite roztokom VS tesne pred dokonéenim ustélenia v roztoku ES, natiahnite vzorku
s minimalnym objemom roztoku ES do $picky pipety a preneste ju do kvapky roztoku VS na 50 — 60 sekind. Oocyty vypustite
na dno roztoku VS. Pri vypudtani oocyty vyplavaju na povrch roztoku VS. Aby sa zaistilo tplné oplachnutie roztokom VS, oocyty
jemne posurite pipetou naspét do stredu dna roztoku VS.

Pocas tohto procesu budd oocyty dehydrované a znovu vyplavaju.

10. Vitrifikatné zariadenie naplfite a zapecatte podla pokynov vyrobcu.

11. Vitrifikované vzorky umiestnite na vitrifikacné zariadenie podla vlastnej volby do ponorenej kryoskimavky alebo poharika
naplneného LN, (na kryotycinke) — obrazok 3. Kryoskimavku (alebo pohérik) zatvorte alebo pripevnite hore dnom k inej
nezatvorenej kryoskiimavke, aby sa vitrifikované zariadenie zaistilo v tekutom dusiku.

12. Zasobnik LN, presunte blizSie ku kryomraznicke LN, a kryoty¢inku s obsahom preneste do kryomraznicky na dlhodobé
uchovavanie.

B. Vitrifikaény protokol pre EMBRYA (PN az blastocysta):

1. Asepticky nadavkujte jednu 50 ul kvapku roztoku ES na prevrateny vrchnak Petriho misky (obrazok 4).

2. Kultivaént misku s embryami vyberte z inkubatora a pod mikroskopom skontrolujte kvalitu vzorky. Podla moznosti vyberte len
najkvalitnejSie embrya na vitrifikaciu.

3. Vzorku opatrne preneste (maximalne po dve odrazu) s minimalnym mnozstvom média z kultivanej misky do kvapky roztoku
ES a zapnite ¢asovac.
Embrya by sa mali ustalit v kvapke ES pomaly vofnym padom po dobu 6 — 10 mindt.
POZNAMKA 1: Vzorka sa scvrkne a potom sa postupne vréti na povodnu vefkost, o oznaéi dokongenie ustalenia.
UPOZORNENIE: Pocas ustalenia v kvapkach ES a VS minimalizujte expoziciu vzorky svetlu.

4. Pocas tejto doby ustalenia v ES asepticky nadavkujte jednu 50 pl kvapku roztoku VS tak, ako je ukazané na obrazku 4, a pripravte
vitrifikaéné zariadenie podfa vlastnej volby na napinenie.
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5. Spicku prenosovej pipety oplachnite a napliite roztokom VS tesne pred dokonéenim ustélenia v roztoku ES, natiahnite vzorku
s minimalnym objemom roztoku ES do Spicky pipety a preneste ju do kvapky roztoku VS na minimalne 30 sekund. Embrya
vypustite na dno roztoku VS. Pri vypustani embrya vyplavajd na povrch roztoku VS. Aby sa zaistilo Upiné oplachnutie roztokom
VS, embrya jemne posurite pipetou naspét do stredu dna roztoku V/S.

POZNAMKA 2: Pogas tohto procesu budi embrya dehydrované a znovu vyplavaja.

6. Vitrifikacné zariadenie napliite a zapecatte podra pokynov vyrobcu.

7. Vitrifikované vitrifikacné zariadenie podla vlastnej volby viozte do ponorenej kryoskimavky alebo poharika naplneného LN,
(na kryotycinke), obrazok 3. Kryoskumavku (alebo pohérik) zatvorte alebo pripevnite hore dnom k inej nezatvorenej kryoskimavke,
aby sa vitrifikované zariadenie zaistilo v tekutom dusiku.

8. Zasobnik LN, presurite blizSie ku kryomraznicke LN, a kryotyCinku s obsahom preneste do kryomraznicky na dihodobé
uchovavanie.

Dalsie podrobnosti o pouziti tychto produktov by malo kazdé laboratorium erpat zo svojich viastnych laboratornych postupov a protokolov,
ktoré boli Specificky vypracované a optimalizované pre va$ individudlny medicinsky program.

POKYNY PRE UCHOVAVANIE A STABILITU
Neotvorené skimavky uchovavajte v chladnicke pri teplote 2 °C az 8 °C. Pri odport¢anom skladovani budu roztoky Vit Kit — Freeze NX
stabilné az do datumu exspiracie vytlaeného na oznaceni skimavky.

Média nepouzivajte dlhsie nez $trnast (14) dni po otvoreni nadob.

Pretoze v produkte je pritomny materiél z fudskych zdrojov, poCas uchovavania sa mézu vytvorit urgité tuhé ¢astice. O tychto tuhych
Casticiach nie je zname, Ze by mali vplyv na vykon produktu.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VAROVANIA
Tato pomdcka je urend na vyhradné pouzitie personalom vySkolenym na postupy asistovanej reprodukcie. Tieto postupy zahffiaju
uréené pouzitie, na ktoré je tato pomdcka uréena.

Pracovisko pouzivatela tejto pomocky zodpoveda za udrziavanie sledovatelnosti tohto produktu a musi v potrebnych pripadoch spifiat
narodné predpisy tykajuce sa sledovatelnosti.

Nepouzivajte Ziadnu skimavku s roztokom, v ktorom sa javia znamky po$kodenia, Uniku, tuhych €astic alebo z&kalu. Produkt likvidujte
v sllade s prisluSnymi predpismi.

Aby nevznikli problémy s kontaminciou, vZdy so zariadenim manipulujte s pouzitim aseptickych technik.
Podla st¢asnej vyskumnej literatlry su dlhodobé Ucinky vitrifikacie na oocyty a embrya stéle nezname.
Nepouzivajte Ziadnu fladu, 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 zahfiaja G¢inné vyrobné kroky na
inaktivaciu/odstranenie virusov. Napriek tomu, ked sa podavaji medicinske produkty pripravené z ludskej plazmy alebo krvi, nemozno
Uplne vylucit moZnost prenosu infekénych latok. Plati to aj pre nezname alebo vyvijajice sa virusy a iné patogény. Neboli hiasené Ziadne
dokézané prenosy virusov s albuminom vyrobenych podra $pecifikacii eurdpskeho liekopisu pomocou zavedenych postupov. Zakazdym,
ked sa pacientovi podavaju kultivaéné média produktov reprodukénych médii spoloénosti FUJIFILM Irvine Scientific, Inc., sa zaznamena
nazov a ¢islo Sarze produktu, aby sa zachovalo prepojenie medzi pacientom a $arzou produktu.

USA: Tento produkt obsahuje ludsky sérovy albumin (HSA). Material z fludského zdroja, pouZity na pripravu tohto produktu, bol testovany
pomocou suprav licencovanych agentdrou FDAa bolo zistené, Ze nie je reaktivny na protilatky proti virusu hepatitidy C (HCV) a protilatky
proti virusu ludskej imunodeficiencie (HIV). Ziadna testovacia metdda vSak neméze Uplne zarugit, Zze produkty odvodené z fudskych
zdrojov nie st infekéné. So vetkymi materialmi z fudskych zdrojov zaobchadzajte, ako keby boli schopné prenosu infekcie, s pouzitim
vSeobecnych bezpe¢nostnych opatreni. Darcovia zdrojového materialu tieZ podstupili skrining na CJD.

KONTRAINDIKACIE

Tento produkt obsahuje gentamicinsulfat. Musia sa vykonat primerané bezpecnostné opatrenia aby sa zaistilo, Zze pacientka nie
je senzibilizovana na toto antibiotikum.
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BBNIAPCKU
NPEAQYNPEXOEHUE 3A EC: Camo 3a npodecuoHanHa ynotpeba.

NPEAHA3HAYEHUE

Vit Kit - Freeze NX e npeaHasHadyeH 3a ynotpe6a npu npoesypy 3a acucTupaHa penpopyKLms 3a BUTPUGUKALMS U CbXpaHeH!e
Ha yoBeLLku siiLekneTku (MIl), npoHykneapHu (PN) aurotn upea emBpuoHu B AeH 3 Ha CTaaus Ha AeneHe u eMBpuoHN B cTagus
Ha Bnacroumcr.

OMUCAHUE HA U3OENUETO

Equilibration NX-ES e gsoitHo 6ychepupaH pastsop (HEPES n MOPS) Ha HenpekbcHaTa eguHuyHa kyntypenHa cpeaa (Continuous
Single Culture (CSCM)), cbabpxaLy reHTammuumH cyndar, no 7,5% (v/v) DMSO 1 etuneH rnukon, kakto n 20% (v/v) cepymer
cynnemeHT ¢ AekctpaH (DSS).

Vitrification NX-VS e agoitHo 6ycbepupaH pasteop (HEPES n MOPS) Ha CSCM, cbabpxaly, rerTamuuyn cyndart, no 15% (v/v)
DMSO u etunenrnmkon, 20% (v/v) DSS u 0,5 M Tpexanosa.

Washing NX-WS e figoitHo 6ycepupan pasteop (HEPES n MOPS) Ha CSCM, cbabpxaly reHtamuumH cyndat v 20% DSS.

DSS e npoTenHoB cynnemeHT, cbeToswy ce oT 50 mg/mL TepaneBTM4eH Knac YoBeLLKki cepymeH anbymuH (HSA) 1 20 mg/mL aekcTpaH.
DSS ce nsnonasa npu 20% (v/v) BB Vit Kit - Freeze NX 3a okoHuaTenHa koHLeHTpauus o1 10 mg/mL HSA u 4 mg/mL pekctpaH.

Tean pasteopu TpﬂﬁBa [a Ce 13non3eat nocneaoBaTtenHo B CbOTBETCTBME C MPOTOKOSA 3a NoeTanHa MUKPOKankosa BI/ITpVIdeIKaLlVIﬂ.

CBbCTAB
Conu u ionu AmuHoKMCenuHu L-cbeHunananuH EHepruiinu cy6eTpatu
Kanues doccar L-aprunun L-cepu [lekctposa
HaTtpues xnopug T nyuH L-TpeoHuH Hatpues nupysat
Kanues xnopug L-XMCTUAMH L-tpuntochan Hatpues nakrat
MarHeanes cyndat L-nmnanH t'Ba””H
Kanuues xnopua L-nponuH -LUMCTUH

L-TWpO3MH [Oporeunn
B L-ananuu AHTHOKCUAAHTH HoBeLUKK CepymMeH anGymuH,
Bydep L-acnaparuHoa KACENMHA  Hatpues uwTpar HSA
Hatpues 6ukapboHat L-acnaparuH EDTA
HEPES L-rnytamnHoBa kucenuHa Kpuonpotekropu
MOPS L-n3onesumH

L-nesupH AntuGuoTMumM Pexctpan

W Tpexanosa
L-ananun-L-rnytamuu leHTamuuumH cyndar P

ETunex rnukon

L-meTnonnH
[lumeTun cyndokeng,

OCUrYPAABAHE HA KAYECTBOTO
PasteopuTe BbB Vit Kit - Freeze NX ca MemBpaHHo (punTpupanm 1 acentuyHo 06paboTeHu CbrnacHo BanuanpaHuTe NPOU3BOACTBEHM
npoueAaypu.

Besika napTupa Vit Kit - Freeze NX npemuHasa npes cneaHuTe M3nuTBaHns:

+  ExpotokeuH no Metoaa Ha Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0,6 EU/mL) no USP 6akTtepuanHu espoTokcuHn <85> n Ph. Eur. 2.6.14
* AHanua Ha eMBpV1OHI Ha MULLKK (eHa KreTka) (= 80% paswumpeH bnactoumcr)

*  CTEPUIHOCT Ype3 akTyanHus TecT 3a ctepunHocT no USP (chapmakonesta Ha CALL) <71>, Ph. Eur. 3.2 (BanuaeH)

Bewuku pesynTaTu ca NOCO4YeHM B KOHKPETHUSA 3a napTuaarta CepTVICbVIKaT 33 aHanus, KouTo e OOCTBIEeH Mo 3asaBKa.

HEOBXOAWMU MATEPUAIW, KOUTO HE CA BKITIOYEHU

* /36paHo n3genvie 3a BUTpUcbMkaLms

+ CtepunHu netpuesw 6mtoaa (50 X 9 mm, Falcon 351006 nunu exksuBaneHTHI)

+ Kpnoty6m (4,5 mL), Gokanm unu kpronpbykm

+ XuanypoHuaasa (katanoxeH Ne 90101) 3a BUTpudukaLms Ha aiLekneTku

+ PbkaBuLy 3a eaHOKpaTHa yrotpeba

+ TpaHcdepupaLyy NUneTy (MNeT CbC CTbKNEHO ByTano UM MUKPOMMMETHN BbPXOBE C BbTPELLEH AnamMeTbp Ha Bbpxa ~200 pm)
* MuHueTV nnmn dopuenc

+ XpOHOMETbP Unu Tanmep

+ PesepBoap 3a TeyeH a3oT ([loapoB CbA UMK CTUPOMOPEH KOHTEIHEp ¢ kanak ¢ obem 1-2 L)
+ TeyeH a30T (B AOCTATBYHO KOMNYECTBO, 3a fia AOCTUTHE 4 MHYa AbNDBOYMHA B Pe3epBoapa).

YKA3AHWA 3A YIOTPEBA
Mancksanms 3a komnoHeHTute Ha Vit Kit - Freeze NX (3a Bcsiko npunoxeme):
+ PaBHroBeceH pa3tBop Equilibration NX-ES (ES):

60 L 3a npoTokona 3a BUTPUCMKALWMS Ha SIALIEKNETKM

unu

50 pL 3a npoTokona 3a BUTpUMKALMS Ha EMBPUOHM
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ButpudimkaumoreH paatsop Vitrification NX-VS (VS):
50 L 3a pageHns npoTokon 3a BUTpUMKaLms
PasrBop 3a npomueaHe Washing NX-WS (WS):

20 L 3a npoTokona 3a BUTPUcMKALWMS Ha SIALEKNETKM.

MPOTOKON 3A BUTPUGUKALIUA:

BABENEXKA: Mpouenypute TpsibBa Aa Ce M3BBLPLUBAT Ny CTaliHa Temnepartypa (20 — 27° C). HE n3non3gaiTe cTolika Ha MUKPOCKON
C HarpsiBaHe 3a cnegHute npouepypu. BHUIMAHWE: Mo Bpeme Ha eksunubpupaHeTo B pasteopu ES n VS cBegete Ao MMHMMYM
13naraHeTo Ha CrieCUMeHa Ha CBETNHA.

1.

N o o~ w

3aronnere konuyectsoto ES, VS n WS, koeTo Le 3nonssarte, Ao cTaitHa Temnepatypa (20 — 27° C).

3ABEJIEXKA: KoraTo Bceku MbT ce Hanara aa 13noraeate camo YacT OT pa3TBopa, u3bsreaiiTe aa 3aTonnsite MHOrokpaTHo Lienute
enpyseTku ¢ ES, VS n WS fio cTaiiHa Temnepatypa. lNo-ao6pe e Aa 0TAeNUTe KONMYECTBOTO, KOETO Lie Ce U3NON3Ba, U Aa BbpHeTe
enpyBeTkuTe Ha Temnepatypa 2 — 8° C BegHara cnep otAensHeTo. Pa3teopbT 3a npomusaqe Washing NX (WS) ce uanon3sa 3a
BUTPUCDUKALMSA Ha ALIEKNETKY.

Hareiite TeueH a3oT B pesepsoapa (LN,) — 4OCTaTbuHO 3a NOCTUraHe Ha AbNGOYMHa OT 4 MHYa UM 3a MBITHO NoTanaHe Ha kpuoTybata
UM KpuonpbYKaTa, 1 ro noctasete 61130 [o Mukpockona. Mpukpenete kpuotyba unn Gokan (He3aTBopeH) KbM AonHaTa ckoba Ha
KpuonpbyKa 1 noToneTe B TEYHWS a30T 3@ NOATOTOBKA 3@ CbXPaHeHe Ha BUTPU(ULMPaHUTE CrIeCUMEHN.

. OnpegeneTe 6posi Ha CIECUMEHHTE, KOUTO Lue GbaaT BUTPUDMLMPaHN.

MocTaBeTe eTUKET C HeoBXoaMMaTa MH(OPMALVS Ha BCSIKO CTEPUIHO NEeTpUeBO BIIOAO (UK Kanak) v U3nenve 3a KpUOChXPaHEHHE.
Mpeav Aa 3anoyHeTe npoLeaypara, NpoBepeTe BHUMATENHO U3AENMETO 3a BUTPUDMKALWS.

BHumMaTenHo oGbpHeTe Besika enpyseTka ¢ ES v VS, 3a Aa cMecuTe ChabpKaHUeTo npefy ynotpeda.

MogroTeeTe GIOAOTO C Kanku Pa3TBOp 3a NpoLeAypaTa 3a BUTPUGMKALIS, KakTo criefBa:

A. MpoTokon 3a BuTpuchukauns Ha ANLEKMETKY (MI):
3ABEJIEXKA 1: 3BneyenuTe AilLieKneTki ce 0roneat ¢ XxuanypoHuaasa, 3a Aa ce notebpau, ye ca Mil.
3ABENEXKA 2: BuxTte paszen B 3a HdopmaLys 0THOCHO NpoTokona 3a BUTPUMKaLMS Ha eMBPUOHM.

1. KanHete acenTiuHo 20 WL no eaHa kanka WS, ES1 1 ES2 B HenocpepcTaeHa 6nusoct egHa ot apyra n ES3 Bbpxy 06bpHaT
kanak Ha CTepunHo neTpreso 6o, KakTo e nokasaHo Ha Purypa 1, n noctaseTe 6MIOAOTO Ha CTOKATA HA MUKPOCKONA:
+ epdHa kanka 20 ul WS
+ Tpu kanku ot o 20 pL (o6wo 60 pL) ES (ES1, ES2, ES3).

2. VisBapete 6ntoaoTo 3a kynTuBMpaHe, CbabpxaLlo siilekneTku MIl, oT uHkybatopa 1 npoBepeTe KauecTBOTO Ha CnecuMeHnTe
nog Mukpockon. Korato € Bb3MOXHO, U3bepeTe camo sLekneTkata/siueknetkute B MII cTagnii ¢ Hait-0o6po kauecTso.
BHUMAHWE: Mo Bpeme Ha exBunnGpupareto B kanku WS, ES n VS cBenete A0 MUHUMYM M3naraHeTo Ha crecumeHa/
CrecUMEHNTE Ha CBETNMHA.

3. MMpexsbpneTe ALEKNeTKUTE ([0 2 HaBEAHBLX) C MUHMMANHO KONIMYECTBO OT cpeaata oT 6rtooTo 3a KynTuBmMpaHe (B MHKybaTop)
B kanka 20 pL WS 3a eagHa MuHyTa.

4. CwmeceTe kankata WS ¢ ES1 (Bx. durypa 1, ctpenka 1) ¢ Bbpxa Ha TpaHcthepupaluata nuneta 1 13vakante 2 MAHYTH, 3a Aa
Ce N03BONY CMOHTAHHO CMECBaHe Ha fiBaTa pasTeopa.

5. Cnep ToBa cmeceTe kankaTa ES2 (cTpenka 2) cbc cMeceHuTe No-paHo Kamkv 1 13vakaiTe 2 MUHYTH.

6. MpexebprieTe siLekneTKaTa/AMLEKNETKUTE C MUHAMAIHO KONMYECTBO PA3TBOP OT CMECEHITE Kanki B kanka ES3 3a 6 — 10 MuHyTy.
3abenexka: ekBunMbpupaHeTo Ha siiLekneTkaTa/siuekneTkute B ES3 e 3aBbpLueHo, korato febenuHata Ha zona pellucida
€ paBHa Ha NEpUBUTENMHOBOTO MPOCTPAHCTBO. ALiekneTkaTa/siLekneTknTe 0BUKHOBEHO e Ce yTanlyTasiT Ha AbHOTO Ha
karkata B pamMmKuTe Ha 3 MAHYTI.

7. To Bpeme Ha nepuoga 3a eksunubpupaqe B ES3 kanHete acenTnyHo epHa (1) kanka 50 UL VS npeau 3aBbpLUBAHETO Ha
ekBUnMOpMpaHeTo 1 nogroTeeTe M3bpaHOTO M3fenve 3a BUTPUdMKALMSA 3a 3apexaaHe (Purypa 2).

8. Cnepsawwmre cTbrky (9 — 13) Tpsbea Aa ObaaT 3aBbpLueHy B pamkuTe Ha 80 — 110 cekyHan.

BHVMAHWE: W3naraHeTo Ha cnecumeHnTe Ha VS Tpsibea Aa Gbae orpaHuyeHo, 3a Aa ce NpedoTBpaTi LUTOTOKCUYHOCT.
CnecumeHbT/CnecumernTe nannysa/uannysat BbB VS, Taka Ye HacTpoliTe dokyca ype3 MMKpockona, 3a Aa noaabpxare
HerpekbCHATO BM3yanuaupaHe No BpeMe Ha uanaraHeTo, 1 ApbXTe Habnu3o Bbpxa Ha TpaHctepupalyata nuneta, 3a aa
ocurypute 6bp3 TpaHcdep Mexay kankute. BuxTte durypa 2.

9. M3nnakHeTe u HambiHeTe Bbpxa Ha TpaHcdepupalyata nuneta ¢ VS HenocpeAcTBEHO Mpeau MPUKNIOYBAHETO Ha
exBunMbprpaxeTo B ES 1 3TerneTe cnecmeHa/cnecMeHnTe C MUHMMATHO konuyecTeo ES BbB Bbpxa Ha nunetarta, crep koeto
npexsbprieTe B kankata VS 3a 50 — 60 cekynayn. OcTaBeTe siiLiekneTkUTe Ha AbHOTO Ha VS, [lokaTo rv ocTaBsiTe, siiiLiekneTkuTe
LLie 13MnaBaT Ha NoBbPXHOCTTa Ha V/S. 3a Aa rapaHTupaTe LANOCTHOTO u3nnaksake ¢ VS, BHUMaTenHo npemecteTe siiliekneTkute
0BpaTHO [0 LieHTbpa Ha AbHOTO Ha VS ¢ nomowyTa Ha nuneTara.

Mo Bpeme Ha TO3 NpoLjec siiiLieKneTkuTe e 6baaT AeXUApaTMpaHm 1 OTHOBO LLe U3nMaBar.

10. 3apepeTe 1 3anevataiTe U3nenueTo 3a BUTPUMKALMS CbINacHo ykasaHusiTa Ha NpoM3BOaMTENS.

11. MocTaseTe BATPUULMPAHUTE CTIECUMEHI HA M3BPAHOTO U3KenVe 3a BUTpUcMKaLMA B noTonexara LN, mbnHata kpuotpbba
nnm 6okana (BbpXy Kpuonpbukata) no durypa 3. 3atBopeTe kpuotpvbata (Mnu Bokana) unu 51 3akpeneTe ¢ Bbpxa Hapfony
C Apyra HeaTBOpeHa kpuoTpbOa, 3a Aa chukempate BUTPUCULIMPAHOTO M3AeNne B TEYHIUS a3oT.

12.MpemecteTe pesepsoapa ¢ LN, 61130 no kpuokamepa ¢ LN, v npexsbpneTe MbiHaTa KpUonpbyka B kpuokamepaTa 3a
ABITOCPOYHO ChXPaHeHHe.
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B. Mpotokon 3a BuTpudpmkauus Ha EMBPMOHMU (PN B Gnacroumcr):

1. KanHete acenTuyHo egHa kanka 50 pL ES Bbpxy o6bpHaT kanak Ha neTpueso 6miogo (durypa 4).

2. W3Bapete 6niofoTo 3a kynTuBMpaHe ¢ eMBpUOH/eMBPUOHY OT MHKyGaTopa M MPOBEPETE KaYECTBOTO Ha CriecMeHa/CrecuMeHnTe
nog Mukpockon. Korato e Bb3MOXHO, 13bepeTe camo embpuoHa/embpronuTe ¢ Halt-gobpo kavecTBo 3a BUTpUDMKaLMS.

3. BHMUMaTENHo npexsbprieTe CNecMMEHUTE C M HAMATHO KONMYECTBO OT CpeaaTa (A0 [ABa HaBeHbBX) OT 6io0TO 3a KynTUBUpaHe
B kankaTa ES u BknioyeTe Taitmepa.

Em6puoHuTe TpsibBa fa ce ypaBHOBECAT B kankaTa ES 6aBHO Ype3 cBo60aHO nagaHe B NpoabikeHue Ha 6 — 10 MuHyTH.
3ABEJIEXKA 1: CnecumeHbT Lue ce CBUE U Cried TOBA MOCTENMEHHO Lue Ce BbPHE KbM MbPBOHAYamHUs Ci pa3mep, KOeTo
nokassa, 4e ekBUNMOPUPaHETO € 3aBbpLLEHO.

BHVMAHWE: Mo Bpeme Ha exsununbpupaHeTo B kanki ES v VS cBeaeTe 40 MUHAMYM U3naraHeTo Ha criecMeHa/cnecumernTe
Ha cBeTNMHa.

4. Tlo Bpeme Ha nepuopa 3a exksunnbpupaxe B ES kanHete acenTuyHo eaHa kanka 50 pL VS pasTeop, kakTo e nokasaHo Ha
durypa 4, v nogroTeeTe M3bpaHOTO M3aENMe 3a BUTPUMKALMS 3a 3apexaaHe.

5. M3nnakHeTe u HanmbNHeTe Bbpxa Ha TpaHcdepupalwata nuneta ¢ VS HeNOCPeACTBEHO Npeay MPUKMIOYBAHETO Ha
exsunubpupaHeTo B ES 1 n3Ternete cnecumena/cnecmMenmnTe ¢ MUHUMAINHO konnyectso ES BbB Bbpxa Ha nuneTata, cnes
koeTo npexebpneTe B kankata VS 3a Hait-manko 30 cekynau. OcTaBeTte eMBpUOHUTE Ha ABHOTO Ha VS. [lokaTo rv ocTaesTe,
eMBpOHNTE LLie 13nnaBaT Ha NOBbPXHOCTTa Ha VS. 3a fa rapaHTupaTe LSNOCTHOTO M3nnaksaHe ¢ VS, BHMMaTenHo npemectete
emBpvoHuTe 06paTHO A0 LieHTbPa Ha ALHOTO Ha VS ¢ nomoLyTa Ha nuneTara.

BABENEXKA 2: Mo Bpeme Ha T03u npoLiec eMGpuoHuTe Le GbaaT AexuapaTipani 1 0THOBO LU U3nfaBart.

6. 3apepneTe v 3anevataiiTe U3aENMETO 3a BUTPUDMKALIMS CbIMACHO Yka3aHUsiTa Ha NPONU3BOANTENS.

7. TMocraseTe U36paHOTO BUTPUCMLMPAHO U3enue 3a BUTPUdMKaLms B noToneHara LN,, mbnHara kpuotpb6a uiv Gokana (Bbpxy
kpuonpwykata) no durypa 3. 3atBopeTe kpuotpubata (Mnu Bokana) Unu s 3akpeneTe C Bbpxa Hadomy C pyra He3aTBopeHa
KkpvoTpbOa, 3a fia chuKcMpaTe BUTPU(ULMPAHOTO 3Aenne B TEYHIUS a3oT.

8. MMpemectete pesepsoapa ¢ LN, 61130 fo kprokamepa ¢ LN, 1 npexsbpriete mbiHata kpuonpbyka B kKpuokamepata sa
ABITOCPOYHO ChXpaHeHe.

3a pgombnHUTENHM NoapoGHOCTM OTHOCHO ynoTpebaTa Ha Teau npopykTu Besika nabopaTopus TpsiGBa Aa Hampasy cripaBka CbC
cobcTBeHUTe cit NabopaTopHU NPOLIeAypY 1 MPOTOKOMHN, KOUTO Ca KOHKPETHO pa3paboTeHn 1 ONTUMIM3UPaHK 3a BaluaTta MHanBIMAYyanHa
MeauLMHCKa nporpama.

WHCTPYKLIUK 3A CbXPAHEHUE U CTABUNHOCT
CbxpaHsiBaiiTe HeOTBOPEHUTE enpyBeTki B xnagunHuk npu 2° C o 8° C. Korato ce CbXpaHsiBaT Criopes, MHCTPYKLMIUTE, pasTBopuTe
Vit Kit - Freeze NX ca cTabunHu jo u3tiaHe Ha cpoka UM Ha FOHOCT, NOCOYEH Ha eTUKETUTE Ha enpyBeTKuTe.

He n3nonagaiite cpepata noBeye oT YeTMpHaaeceT (14) [HW cnep oTBapsiHe Ha KOHTEHepUTe.

Tl KaTo B NPOAYKT 1Ma Hanu4H1 MaTepuant oT HOBELLIKM U3TOYHMK, B HETO MOXE [1a Ce Pa3BUST HSIKOM YacTULM N0 BPEME Ha CbXPaHEHME.
He e yCTaHOBEHO Aank TO3W TUN YacTULY Binsie BbPXY AEVCTBUETO HA MPOAYKTa.

MPEANA3HU MEPKU U NPEQYNPEXAEHUA
Toa u3penve e npefHaaHayeHo 3a ynotpeGa oT nepcoHar, oBy4eH B NpoLeaypuTe 3a acucTupaHa penpodykuus. Teau npoveaypy
BKIIOYBAT NPEABMAEHOTO MPUTOKEHNE, 3 KOETO TOBA M3LENHE € NMPEeHA3HAYEHO.

YypexaeHneTo Ha noTpebuTens Ha ToBa M3AeNMe HOCU OTFOBOPHOCT 3a MOAAbPXaHe Ha MpocneaseMocTTa Ha npoAaykTa n TpsibBa Aa
Cnasea HauuoHanxwute paanopenﬁm OTHOCHO NPOCNeAAemMOoCTTa, Korato € NPpUNoXumo.

He u3nonaBaiite enpyseTka c pa3Teop, Mpu KOATO MMa SICHI MPU3HALY Ha NOBPeza, TeY, YacTuLu, 3aMbInaBaHe. Vaxsbpnete npogykra
ChIMIaCHO MPUIIOKMUTE pasnopeadu.

3a aa uaberHete npobnemm Cbe 3aMbpCsBaHe, U3MON3BaiiTe acenTUUYHIN TEXHUKM.

B MoMeHTa HayyHaTa nuTepaTypa nocoyBsa, Ye AbArocpOdHUTE €eKTH OT BUTPUDMKALUS Ha AALIEKNETKM 11 eMBPUOHH BCe OLLe He ca
13BECTHU.

He u3nonagaitte 6yTVIﬂKI/I C HapyLleHa CTepuiHa OnakoBKa.

EC: CraHaapTH1Te Mepki 3a NpeaoTBpaTABaHe Ha MHAeKLMM, npouaTiyaLLy ot ynotpebata Ha nekapcTBeHM NPOAYKTH, MPUrOTBEHN OT
yoBelLLKa KpbB UMY Nnaama, BKIYBaT 36O Ha AOHOPU, CKPUHUHT Ha MHANBUAYANHO apsiBaHe W pe3epBoapy ¢ nnaama 3a creuudmnyHmn
MapKepy 3a MH(EKLNS, KaKTO 1 BKITIOYBAHE Ha eheKTUBHI MPOM3BOACTBEHN CTBIKM 33 AeaKTUBIpaHe/MpemaxBaHe Ha Bupycu. Bunpeku
TOBA, KOraTo Ce mpunarar nekapcTBeHW NPOAYKTH, MPUTOTBEHM OT YOBELLKA KPbB UMM Nna3ma, He MOXE HambHO fia Ce U3KIHYN
Bb3MOXHOCTTa OT NpefjaBaHe Ha NPUUMHUTENN Ha MHeKLMM. ToBa Ce OTHACK CbLYO M 3@ HEM3BECTHM MMM HOBOBB3HUKBALLIM BUPYCH
1 [ipyrv naTorenyn. Hama AaHHW 3a AokasaHo npefaBaHe Ha Bupycu ¢ anbymuH, npousseaeH no cneumdukaymure Ha EBponelickata
chapmakones v cnopef ycTaHoBeHNTe npoLieckt. HacTosTenHo ce npenopbyea Npy BCSKO MpumaraHe Ha npoaykT Te ¢ penpopyKTUBHI
cpeactea FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. BbpXy nauueHT fia ce 3anucBaT HalMMEHOBAHMETO W HOMepa Ha napTiaaTa Ha MpofykTa,
3a fla ce NoAAbPXa Bpb3ka MeXay NaLeHTa 1 napTiaara.
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CALL}: Tosu npoziyKT ChAbpKa HYoBeLLKM cepyMeH anbymuH (HSA). MaTepuanuTe 0T YOBELLKM M3TOYHNK, U3NON3BaHM NPy MPOU3BOACTBOTO
Ha TO31 NPOAYKT, Ca U3CNeABaHY C KOMMMEKTH, MNLEH3UPaHI OT AreHLMsiTa 3a KOHTPON Ha XpaHUTE W NIeKapcTBaTa, U He € yCTaHOBEHO
[la ca peaKTUBHM Ha aHTuTenata cpelly xenatut C (HCV) aHTuTenara cpeliy yoBeluku umyHopedmumten Bupyc (HIV). Benpeku ToBa
HUTO €A1H MeTOf, Ha U3CneaBaHe He faBa MbiHa rapaHLys, Ye NPOAYKTUTE OT YOBELLIKW N3TOUHIK He MPUYMHSABAT MHdeKLmn. PaboTeTe
C BCUYKM MaTepuany oT YOBELLKM U3TOYHUK KaTo C MaTepuanu, cnocobHu Aa npeaasaT MHGEKLMK, KaTo U3Monasate yHUBEpCanHu
npeanasHn mepku. OCBEH TOBa JOHOPUTE Ha M3XOAHUTE MaTepuanu ce ucneasar 3a 6onect Ha Kponudena-Akob (CJD).

NPOTUBOMNOKA3AHUA

MpoayKkTbT CbabpKa reHTamuuuH cyndar. Tpsibea fa ce B3emaT NOAXOAALM NPeanasHy Mepky, 3a ia Ce rapanTupa, Ye nauueHTbT
He € YyBCTBUTENEH KbM aHTUBMOTULM.
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HRVATSKI

UPOZORENJE ZA EU: Samo za profesionalnu uporabu.

NAMJIENA
Komplet Vit Kit — Freeze NX namijenjen je za primjenu u postupcima potpomognute oplodnje za vitrifikaciju i Guvanje ljudskih oocita (MI)
i zigota u pronuklearnom (PN) stadiju sve do embrija u 3. danu stadija diobe i embrija u stadiju blastociste.

OPIS PROIZVODA
Equilibration NX-ES je otopina za ekvilibraciju s dva pufera (HEPES i MOPS) medija Continuous Single Culture (CSCM) koja sadrZi
gentamicin sulfat, po 7,5 % (v/v) dimetil sulfoksida (DMSO) i etilen glikola te 20 % (v/v) Dextran Serum Supplementa (DSS).

Vitrification NX-VS je otopina za vitrifikaciju s dva pufera (HEPES i MOPS) CSCM-a koja sadrzi gentamicin sulfat, po 15 % (v/v)
DMSO-a i etilen glikola te 20 % (v/v) DSS-a i 0,5 M trehaloze.

Washing NX-WS je otopina za ispiranje s dva pufera (HEPES i MOPS) CSCM-a koja sadrZi gentamicin sulfat i 20 % DSS-a.

DSS je proteinski dodatak koji se sastoji od 50 mg/ml humanog serumskog albumina (HSA) terapijske kvalitete i 20 mg/ml dekstrana.
DSS se upotrebljava u koncentraciji od 20 % (v/v) u kompletu Vit Kit — Freeze NX, ¢ime se postize ukupna konacna koncentracija

od 10 mg/ml HSA i 4 mg/ml dekstrana.

Ove se otopine moraju upotrebljavati sekvencijalno prema protokolu vitrifikacije mikrokapima korak po korak.

SASTAV
Soli i ioni Aminokiseline Lfenilalanin Energetski supstrati
Kalijev fosfat L-arginin L-serin. Dekstroza
Natrijev klorid Glicin L-treonin Natrijev piruvat
Kalijev klorid L-histidin L-triptofan Natrijev laktat
Magnezijev sulfat L-lizin L-valin
Kalcijev klorid L-prolin L-cistin o
L-tirozin Bjelanéevina
Pufer L-alanin Antioksidansi Humani serumski albumin,
u - Antioksidansi
= L-aspartatna kiselina ey ci HSA
Natrijev bikarbonat L-asgaragin Natrijev citrat
:\-‘AE)FI;ESS L-glutamatna kiselina Krioprotektivna sredstva
L-izoleucin .
L-leucin Antibiotici Dekstran
L-alanil-I-glutamin Gentamicin sulfat Trehaloza
L-metionin Etilen-glikol
Dimetilsulfoksid
OSIGURANJE KVALITETE

Otopine u kompletu Vit Kit — Freeze NX membranski su filtrirane i asepticki obradene prema provjerenim proizvodnim postupcima.

Svaka $arza kompleta Vit Kit — Freeze NX ispituje se sljedecim testovima:

+ Endotoksin prema metodologiji Limulus amebocitnog lizata (LAL) (< 0,6 EU/ml) za bakterijske endotoksine u skladu s Farmakopejom
Sjedinjenih Americkih Drzava <85> i Ph. Eur. 2.6.14

+ Analiza mijeg embrija (jedna stanica) (= 80 % prosirena blastocista)

« Sterilnost primjenom vazeceg testa sterilnosti u skladu s Farmakopejom Sjedinjenih Americkih Drzava, USP <71>, Ph. Eur. 3.2
(prolazan rezultat)

Svi se rezultati bilieze na potvrdi 0 analizi za specifiénu $arzu koja je dostupna na upit.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU UKLJUCENI U OPSEG ISPORUKE

+ Uredaj za vitrifikaciju, po izboru

+ Sterilne Petrijeve zdjelice (50 x 9 mm, Falcon 351006 ili proizvod jednake kvalitete)

+ Krioepruvete (4,5 ml) ili ¢asice i aluminijski drzaci (cryocanes)

+ Hijaluronidaza (katalo$ki br. 90101) za vitrifikaciju oocita

* Rukavice za jednokratnu uporabu

+ Prijenosne pipete (pipete od vu¢enog stakla ili vrSci mikropipeta s unutarnjim promjerom vrska od ~200 pm)
+ Pinceta ili hvataljka

+ Stoperica ili broja¢ vremena

+ Spremnik za teku¢i dusik (vakuumska boca ili spremnik od stiropora s poklopcem, volumen 1 -2 1)
+ Tekuéi dusik (dovoljan volumen da dubina u spremniku bude 4 in¢a)

UPUTE ZA UPORABU
Zahtjevi za komponente kompleta Vit Kit — Freeze NX (za svaku primjenu):
+ Equilibration NX-ES (ES):

60 l za protokol vitrifikacije za oocite

il

50 pl za protokol vitrifikacije za embrije
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Vitrification NX-VS (VS):

50 pl za svaki protokol vitrifikacije
Washing NX-WS (WS):

20 pl za protokol vitrifikacije za oocite

PROTOKOL VITRIFIKACIJE:

NAPOMENA: VrSite postupke na sobnoj temperaturi (20 — 27 °C). NE upotrebljavajte zagrijani stolic mikroskopa za sljedece postupke.
OPREZ: Sto manije izlaZite uzorak svjetlosti tijiekom ekvilibracije u otopinama ES i V/S.

1.

~N o oW

Zagrijte na sobnu temperaturu (20 — 27 °C) potrebnu koli¢inu otopina ES, VS i WS.

NAPOMENA: Ne zagrijavajte cijele ampule otopina ES, VS i WS na sobnu temperaturu ako svaki put trebate samo dio otopine.
Bolje je odrediti alikvote za koli¢inu koju ¢ete upotrijebiti i odmah nakon toga vratiti ampule na 2 — 8 °C. Otopina Washing NX (WS)
upotrebljava se za vitrifikaciju oocita.

. Spremnik za teku¢i dusik napunite tekucim dusikom (LN,) — dovoljno za postizanje dubine od 4 in¢a ili da krioepruveta na drzacu

bude potpuno uronjena - i postavite ga blizu mikroskopa. Pri€vrstite krioepruvetu ili asicu (bez &epa) na donju stezaljku aluminijskog
drzaca i uronite je u teku¢i dusik da biste je pripremili za Cuvanje vitrificiranih uzoraka.

. Odredite broj uzoraka koje ¢ete vitrificirati.

. Zabiljezite potrebne podatke na svaku sterilnu Petrijevu zdjelicu (ili poklopac) i uredaj za kriogenu pohranu.
. Prije postupka pomno provijerite uredaj za vitrifikaciju.

. Prije upotrebe njezno preokrenite svaku ampulu otopine ES i VS da biste promijeSali sadrzaj.

. Pripremite zdjelicu s kapljicama otopina za vitrifikaciju kako slijedi:

A. Protokol vitrifikacije za OOCITE (MIl):
NAPOMENA 1: Ogolite preuzete oocite hijaluronidazom da biste potvrdili jesu li u metafazi Il (MII).
NAPOMENA 2: Informacije o protokolu vitrifikacije za embrije potraZite u odjeljku B.
1. Asepticki dodajte kap od 20 pl otopine WS, ES1i ES2 u medusobnoj neposrednoj blizini, te otopine ES3 na preokrenuti poklopac
sterilne Petrijeve zdjelice kako je prikazano na slici 1. i poloZite zdjelicu na stoli¢ mikroskopa:
* jednu kap otopine WS od 20 pl
+ tri kapi otopine ES od 20 pl (ukupno 60 pl) (ES1, ES2, ES3)
2. lzvadite iz inkubatora zdjelicu za kultivaciju s oocitima u metafazi Il i provjerite koli¢inu uzoraka pod mikroskopom. Ako je moguce,
odaberite oocit(e) u metafazi Il samo najbolje kvalitete.
OPREZ: Sto manje izlazite uzorak (uzorke) svjetlosti tijekom ekvilibracije u kapljicama WS, ES i VS.
3. Pr;nesitg oocit (do 2 odjednom) s minimalnim volumenom medija iz zdjelice za kultivaciju (u inkubatoru) u kap WS od 20 pl na
jednu minutu.

4. Spojite kap WS s otopinom ES1 (pogledaijte sliku 1., strelica 1.) vrSkom prijenosne pipete i pustite da se spontano mijeSanje
dviju otopina odvija 2 minute.

5. Zatim spojite kap otopine ES2 (strelica 2.) s prethodno spojenim kapima i ostavite 2 minute.
6. Prenesite oocit(e) s minimalnim volumenom otopine iz spojene kapi u kap otopine ES3 na 6 — 10 minuta.

Napomena: ekvilibracija oocita u ES3 gotova je kad se ujednaci debljina zone pellucide i prostora perivitelina. Oocit(i) ¢e se
obi¢no spustiti na dno kapi unutar 3 minute.

7. Tijekom ekvilibracije u ES3 asepticki dodajte jednu (1) kap otopine VS od 50 pl prije zavrSetka ekvilibracije i pripremite odabrani
uredaj za vitrifikaciju za punjenje (slika 2.).

8. Sliedece korake (9 - 13) valja zavrsiti unutar 80 — 110 sekundi.
OPREZ: Ogranicite izlaganje uzoraka otopini VS da ne bi do$lo do citotoksi¢nosti. Buduci da uzorak (uzorci) obi¢no plutaju
u otopini VS, prilagodite fokus kroz mikroskop da biste zadrZali stalnu vidljivost tijekom izlaganja i drZite vrak prijenosne pipete
u blizini kako biste osigurali brz prijenos izmedu kapi. Pogledajte sliku 2.

9. Isperite i napunite vr3ak prijenosne pipete otopinom VS neposredno prije zavrSetka ekvilibracije u otopini ES, potom usiSite
uzorak (uzorke) s minimalnim volumenom otopine ES u vrSak pipete i prenesite u kap otopine VS na 50 — 60 sekundi. Ispustite
oocite na dno kapi VS. Tijekom ispustanja oociti ¢e otplutati na vrh kapi VS. Pipetiranjem njezno pomaknite oocite natrag do
dna sredista kapi VS kako biste osigurali temeljito ispiranje u otopini VS.

Tijekom ovog postupka oociti ¢e dehidrirati i ponovo ¢e poceti plutati.
10. Napunite i zabrtvite uredaj za vitrifikaciju prema uputama proizvodaca.

11. Stavite vitrificirani uzorak (uzorke) u odabrani uredaj za vitrifikaciju u uronjenu krioepruvetu ili €aicu (na aluminijskom drzacu)
ispunjenu tekuéim dusikom LN, - slika 3. Stavite ¢ep na krioepruvetu (ili ¢aSicu) ili je priévrstite preokrenutu s jo§ jednom
nezaceplienom krioepruvetom dza biste osigurali vitrificirani uredaj u teku¢em dusiku.

12. Primaknite spremnik tekuceg dusika (LN,) kriozamrzivacu s LN, i prenesite aluminijski drza¢ sa sadrzajem u kriozamrziva¢
na dugoro¢nu pohranu.

B. Protokol vitrifikacije za EMBRIJE (od pronuklearnog stadija do stadija blastociste):
1. Asepticki dodajte jednu kap otopine ES od 50 pl na preokrenuti poklopac Petrijeve zdjelice (slika 4.).

2. lzvadite iz inkubatora zdjelicu za kultivaciju s embrijem (embrijima) i provjerite koli¢inu uzor(a)ka pod mikroskopom.
Ako je moguce, za vitrifikaciju odaberite samo embrio (embrije) najbolje kvalitete.

3. Patzljivo prenesite uzorak (do dva odjednom) s minimalnim volumenom medija iz zdjelice za kultivaciju u kap otopine
ES i pokrenite broja¢ vremena.

Embriji bi se trebali polako slobodnim padom ekvilibrirati u kap otopine ES 6 — 10 minuta.
NAPOMENA 1: Uzorak ¢e se smaniiti i zatim postupno vratiti u prvotnu veli¢inu, $to znaci da je ekvilibracija gotova.
OPREZ: Sto manje izlaite uzorak (uzorke) svjetlosti tijekom ekvilibracije u kapljicama otopina ES i VS.
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4. Tijekom ekvilibracije u ES asepticki dodajte jednu kap otopine VS od 50 pl kako je prikazano na slici 4. i pripremite odabrani
uredaj za vitrifikaciju za punjenje.

5. Isperite i napunite vr§ak prijenosne pipete otopinom VS neposredno prije zavrSetka ekvilibracije u otopini ES, potom usiSite
uzorak (uzorke) s minimalnim volumenom otopine ES u vrSak pipete i prenesite u kap otopine VS na najmanje 30 sekundi.
Ispustite embrije na dno kapi VS. Tijekom ispustanja embriji ¢e otplutati na vrh kapi VS. Pipetiranjem njezno pomaknite embrije
natrag do dna sredita kapi VS kako biste osigurali temeljito ispiranje u otopini V/S.

NAPOMENA 2: Tijekom ovog postupka embriji ¢e dehidrirati i ponovo ¢e poceti plutati.

6. Napunite i zabrtvite uredaj za vitrifikaciju prema uputama proizvodaca.

7. Stavite odabrani vitrificirani uredaj za vitrifikaciju u uronjenu krioepruvetu ili ¢asicu (na aluminijskom drzacu) ispunjenu tekué¢im
dusikom (LN,) - slika 3. Stavite ¢ep na krioepruvetu (ili Casicu) ili je pricvrstite preokrenutu s jo$ jednom nezaceplienom
krioepruvetom da biste osigurali vitrificirani uredaj u teku¢em dusiku.

8. Primaknite spremnik tekuceg dusika (LN,) kriozamrzivatu s LN, i prenesite aluminijski drzaC sa sadrzajem u kriozamrzivat
na dugoro¢nu pohranu.

Dodatne pojedinosti o upotrebi ovih proizvoda svaki laboratorij treba potraziti u svojim laboratorijskim postupcima i protokolima koji
su posebno razvijeni i optimirani za medicinski program upravo tog laboratorija.

UPUTE O SKLADISTENJU | STABILNOST
Neotvorene ampule skladistite u hladnjaku na temperaturi od 2 °C do 8 °C. Kada se otopine iz kompleta Vit Kit — Freeze NX skladiste
prema uputama, stabilne su do roka valjanosti navedenog na naljepnicama ampula.

Ne upotrebljavajte medije dulje od Cetrnaest (14) dana nakon otvaranja spremnika.

Buduci da proizvod sadrZi materijal ljudskog podrijetla, u njemu mogu nastati Cestice tijekom skladistenja. Nije poznato da ta vrsta ¢estica
ikako utjece na funkciju proizvoda.

MJERE OPREZA | UPOZORENJA
Ovaj je proizvod namijenjen samo osoblju koje je obuceno za postupke potpomognute oplodnje. Ti postupci ukljuéuju primjenu za koju
je namijenjen ovaj proizvod.

Ustanova u kojoj se upotrebljava ovaj proizvod odgovorna je za osiguravanije 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 otecenja, curenja, Cestica ili zamagljenja. OdloZite proizvod
u otpad prema mjerodavnim propisima.

Da biste izbjegli probleme s kontaminacijom, rukujte s pomocu aseptickih tehnika.
U najnovijoj istrazivackoj literaturi navedeno je da su i dalje nepoznati dugoro€ni ucinci vitrifikacije na oocite i embrije.
Ne upotrebljavajte nijednu boicu Cijem je pakiranju naru$ena sterilnost.

EU: Standardne mjere za spre¢avanije infekcija koje su uzrokovane upotrebom medicinskih proizvoda pripremljenih od ljudske krvi li plazme
ukljuéuju odabir davatelja, probir pojedinih davanja i sjedinjenja plazme za specifi¢ne markere infekcije te primjenu ucinkovitih proizvodnih
koraka za inaktivaciju/uklanjanje virusa. Unato¢ tome, ne moze se u potpunosti isklju¢iti mogucnost prijenosa infektivnih agensa kada se
primjenjuju lijekovi proizvedeni iz ljudske krvi li plazme. To se odnosi i na nepoznate ili novonastale viruse i druge patogene. Nisu prijavijeni
dokazani prijenosi virusa albuminom koji je proizveden utvrdenim postupcima prema specifikacijama Europske farmakopeje. Izricito se
preporucuje da se biljezi naziv i broj serije proizvoda svaki put kada se u pacijenata primjenjuju mediji za kulturu iz asortimana proizvoda
za potpomognutu oplodnju drustva FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. kako bi se uspostavila poveznica izmedu pacijenta i serije proizvoda.

SAD: Ovaj proizvod sadrzi Human Serum Albumin (HSA). Materijal ljudskog podrijetla koji je upotrijebljen za proizvodnju ovog proizvoda
testiran je kompletima koje je licencirala americka Agencija za hranu i lijekove (FDA) i utvrdeno je da nije reaktivan na protutijela na
hepatitis C (HCV) ni protutijela na virus humane imunodeficijencije (HIV). Medutim, nijiednom ispitnom metodom nije moguce potpuno
potvrditi da proizvodi ljudskog podrijetla nisu zarazni. Svim materijalima ljudskog podrijetla mora se rukovati kao da mogu prenijeti zarazu,
primjenjujuci univerzalne mjere opreza. Davatelji izvornog materijala testirani su na CJB.

KONTRAINDIKACIJA
Proizvod sadrzi gentamicin sulfat. Poduzmite odgovarajuce mjere opreza da biste osigurali da pacijent nije osjetljiv na ovaj antibiotik.
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MALTI

TWISSIJA GHALL-UE: Ghall-Uzu Professjonali Biss.

UZU INTENZJONAT
Vit Kit - Freeze NX huwa mahsub ghall-uzu fil-pro¢eduri ta’ riproduzzjoni assistita ghall-vitrifikazzjoni u I-hazna ta’ oociti umani (MII),
zigoti pronukleari (PN) permezz ta’ embrijuni fl-istadju tal-gsim tat-3 jum u embrijuni fl-istadju tal-blastocist.

DESKRIZZJONI TAL-APPARAT
Equilibration NX-ES hija soluzzjoni b'zewg bafers (HEPES u MOPS) ta’ Continuous Single Culture medium (CSCM) li fiha
Gentamicin Sulfate, 7.5% (v/v) ta’ kull DMSO u ethylene glycol, u 20% (v/v) Dextran Serum Supplement (DSS).

Vitrification NX-VS hija soluzzjoni b'zewg bafers (HEPES u MOPS) ta’ CSCM li fiha Gentamicin Sulfate, 15% (v/v) ta’ kull DMSO
u ethylene glycol, 20% (v/v) DSS u 0.5 M Trehalose.

Washing NX-WS hija soluzzjoni b'’zewg bafers (HEPES u MOPS) ta' CSCM i fiha Gentamicin Sulfate u 20% DSS.

DSS hija suppliment tal-proteini li tikkonsisti f'50 mg/mL ta’ grad terapewtiku ta’ Albumina ta’ Serum Uman (HSA) u 20 mg/mL Dextran.
DSS jintuza £20% (v/v) f'Vit Kit — Freeze NX ghal konéentrazzjoni finali ta' 10 mg/mL HSA u 4 mg/mL Dextran.

Dawn is-soluzzjonijiet ghandhom jintuzaw f'sekwenza skont il-protokoll tat-tahlil gradwali tal-microdrop (vitrifikazzjoni progressiva
ta’ gtar ta’ dags mikro).

KOMPOZIZZJONI

Mluha u Joni Acidi Ammini¢i L-Phenylalanine Substrati tal-Energdija

Potassium Phosphate L-Arginine L-Serine Dextrose

Sodium Chloride Glycine L-Threonine Sodium Pyruvate

Potassium Chloride L-Histidine L-Tryptophan Sodium Lactate

Magnesium Sulfate L-Lysine L-Valine

Calcium Chloride L-Proline L-Cystine Proteini
L-Tyrosine Froteint

Buff L-Alanine Antiossidanti Albumina tas-Serum Uman,

utier L-Aspartic Acid Sodium Citrate HSA

Sodium Bicarbonate L-Asparagine EDTA

HEPES L-Glutamic Acid Krijoprotetturi

MOPS L-Isoleucine o Frloprotetiunl
L-Leucine Antibijotici _lf_)exh"?n
L-Alanyl-L-Glutamine Gentamicin Sulfate renalose
L-Meth)ilonine Ethylene Glycol

Dimethylsulfoxide

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA
Is-soluzzjonijiet ta’ Vit Kit - Freeze NX huma mghoddija minn filtru ta’ membrana u pprocessati b’'mod asettiku b’konformita mal-proceduri
tal-manifattura li gew ivvalidati.

Kull lott ta’ Vit Kit - Freeze NX isirulu t-testijiet li gejjin:

+  Endotossina bil-metodologija Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (< 0.6 EU/mL) minn Endotossini Batterici USP <85> u Ph. Eur. 02/06/2014
*  Mouse Embryo Assay (b’cellola wahda) (= 80% tal-blastocist estiz)

«  Sterilita permezz tat-Test ta’ Sterilita attwali tal-USP <71>, Ph. Eur. 3.2 (Rizultat Pozittiv)

Ir-rizultati kollha huma rrapportati fug Certifikat ta’ Analizi specifiku ghal-lott li huwa disponibbli meta mitlub.

MATERJALI MERTIEGA IZDA MHUX INKLUZI

+ It-taghmir tal-ghazla ghall-vitrifikazzjoni

+ Dixxijiet ta’ petri sterili (50 X 9 mm, Falcon 351006 jew ekwivalenti)

+ Tubi krijogenici (4.5 mL) jew goblets u cryocanes

+ Hyaluronidase (Katalgu #90101) ghall-vitrifikazzjoni tal-oociti

+ Ingwanti li jintremew wara |-uzu

+ Pipetti ghat-trasferiment (pipetti tal-hgieg imigbud jew ponot tal-mikropipetti b'dijametru intern tal-ponta ta’ ~200 pum)
* Pinzetti jew tnaljetti

+ 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 fil-kontenitur)

ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU
Komponenti mehtiega ta’ Vit Kit - Freeze NX (ghal kull applikazzjoni):
+ Equilibration NX-ES (ES):

60 L ghall-Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-Oogiti

Jew

50 pL ghall-Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-Embrijuni
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Vitrification NX-VS (VS):

50 L ghal kwalunkwe Protokoll tal-Vitrifikazzjoni
Washing NX-WS (WS):

20 pL ghall-Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-Oo¢iti

PROTOKOLL TAL-VITRIFIKAZZJONI:

NOTA: Il-proéeduri ghandhom isiru ftemperatura ambjentali (20-27°C). TUZAX pjattaforma tal-mikroskopju msahihna ghall-proceduri
li gejjin. ATTENZJONI: Imminimizza |-espozizzjoni tal-kampjun ghad-dawl waqt I-ekwilibrazzjoni fis-soluzzjonijiet ES u VS.

1.

N o oA w

Gib il-kwantita ta’ ES, VS, u WS li ghandhom jintuzaw ghal temperatura ambjentali (20-27°C).

NOTA: Evita i ggib il-kunjetti kollha ta’ ES, VS u WS ghal temperatura ambjentali ripetutament meta tkun mehtiega parti parzjali
tas-soluzzjoni kull darba. lkun ahjar li taghmel il-kwantita i ghandha tintuza f'alikwoti u tirritorna |-kunjetti ghal temperatura ta’ 2-8°C
minnufih wara siru l-alikwoti. Washing NX (WS) jintuza ghall-vitrifikazzjoni tal-oo¢iti.

. Imla-kontenitur tan-nitrogenu likwidu bin-nitrogenu likwidu (LN,) - bizzejjed biex tihaq fond ta’ 4 pulzieri jew biex tghaddas kompletament

it-tubu krijogeniku fuq il-bastun — u poggih vicin il-mikroskopju. Wahhal tubu krijogeniku jew goblet (minghajr tapp) mal-morsa tal-giegh
ta’ cryocane u ghaddas fin-nitrogenu likwidu bi preparazzjoni ghall-hazna tal-kampjuni vvitrifikati.

. Stabbilixxi n-numru ta’ kampjuni li ghandhom jigu vvitrifikati.

. Wahhal tikketta bl-informazzjoni mehtiega ma’ kull Petri dixx (jew ghatu) sterili u taghmir tal-hazna Cryo.
. Ezamina t-taghmir tal-vitrifikazzjoni bir-reqga gabel tibda |-procedura.

. Bil-mod aqleb kull kunjett ta’ ES u VS rasu 'l isfel biex thawwad il-kontenut qabel |-uzu.

. Ipprepara d-dixx bil-gtar tas-soluzzjonijiet ghall-Procedura tal-Vitrifikazzjoni kif gej:

A. Protokoll tal-Vitrifikazzjoni tal-OOCITI (MIl):
NOTA 1: L-oo¢iti migbura jitnezzghu b'Hyaluronidase biex jigi kkonfermat li huma MII.
NOTA 2: Irreferi ghat-Taqsima B ghall-protokoll tal-vitrifikazzjoni tal-embrijuni.
1. Iddistribwixxi b'teknika asettika qatra ta’ 20 pL ta’ WS, ES1 u ES2 mill-grib hafna u ES3 fug ghatu bil-maglub ta’ dixx petri sterili
kif muri fil-Figura 1, u poggi d-dixx fuq il-bazi tal-mikroskopju:
+ gatrawahda ta’ 20 pL ta’ WS
+ tliet gatriet ta’ 20 pL (total ta’ 60 uL) ta” ES (ES1, ES2, ES3)
2. Nehhi d-dixx tat-tkabbir tal-koltura li fih l-oo¢iti MII mill-inkubatur u ¢¢ekkja |-kwalita tal-kampjuni bil-mikroskopju. Fejn possibbli,
ghazel biss l-oociti tal-istadju MII tal-ahjar kwalita.
ATTENZJONI: Imminimizza I-esponiment tal-kampjun(i) ghad-dawl waqt |-ekwilibrazzjoni fil-qatriet ta’ WS, ES u VS.
3. lttrasferixxi l-oo¢ita (sa 2 kull darba) b'volum minimu ta” midjum mid-dixx tat-tkabbir tal-koltura (fl-inkubatur) fil-qatra ta’ 20 L
ta’ WS ghal minuta.
4. Ghagqad il-qatra ta’ WS ma’ ES1 (Ara Figura 1, vlegga 1) bil-ponta tal-pipetta tat-trasferiment u stenna li jsehh it-tahlit spontanju
taz-zewg soluzzjonijiet ghal 2 minuti.
5. Imbaghad ghaqgad il-qatra ta’ ES2 (vlegga 2) mal-qtar maghquda gabel u hallihom ghal 2 minuti.
6. lttrasferixxi l-oociti b'volum minimu tas-soluzzjoni mill-gatra maghquda ma’ gatra ta’ ES3 ghal 6-10 minuti.
Nota: I-ekwilibrazzjoni tal-oo¢iti fES3 hija kompluta meta I-hxuna taz-zona pellucida tkun dags l-ispazju tal-perivitelline. Tipikament
l-oo¢iti jinzlu fil-giegh tal-qatra fi zmien 3 minuti.
7. Matul il-perjodu tal-ekwilibrazzjoni fES3, iddistribwixxi b'teknika asettika gatra wahda (1) ta’ 50 pL ta’ VS gabel I-ekwilibrazzjoni
kompleta u pprepara t-taghmir tal-ghazla tal-Vitrifikazzjoni ghat-taghbija (Figura 2).
8. I-fazijiet (9-13) li gejjin ghandhom jitlestew fi Zzmien 80-110 sekondi.
ATTENZJONI: L-espozizzjoni tal-kampjuni ghall-VS ghandu jkun limitat biex tipprevjeni ¢-¢itotossicita. ll-kampjun(i) normalment
jitla” (jitilghu) fil-wice tal-VS, ghalhekk aggusta I-iffokar permezz tal-mikroskopju biex izzomm vizwalizzazzjoni kontinwa matul
l-esponiment u zomm it-tarf tal-pipetta tat-trasferiment vicin biex tiggarantixxi t-trasferiment rapidu bejn il-qatriet. Irreferi ghal
Figura 2.

9. Lahlah it-tarf tal-pipetta tat-trasferiment b'VS immedjatament qabel tkun lesta I-ekwilibrazzjoni fl-ES, igbed il-kampjun(i) b'volum
minimu ta’ ES fit-tarf tal-pipetta u ttrasferih fil-gatra ta’ VS ghal 50-60 sekonda. Fott |-oo¢iti fil-giegh tal-VS. Waqt li jkunu qed
jinhattu, l-oo¢iti jitilghu fil-wicc tal-VS. Biex tizgura tlahlih shih b'VS, bil-mod mexxi l-oo¢iti lura lejn in-nofs ta’ giegh il-VS billi tuza
|-pipetta.

Matul dan il-process, I-oociti jkunu deitratati u jergghu jitilghu lejn il-wicc.

10. Ghabbi t-taghmir tal-Vitrifikazzjoni u ssigillah skont l-istruzzjonijiet tal-manifattur.

11. Poggi I-kampjun/i wvitrifikat/ fuq it-taghmir tal-ghazla ghall-Vitrifikazzjoni fit-tubu krijogeniku jew goblet mghaddsa kompletament
fil-LN, (fuq il-cryocane) - Figura 3. Aghmel tapp mat-tubu krijogeniku (jew goblet) jew wahhlu rasu 'l isfel ma’ tubu krijogeniku
iehor minghajr tapp sabiex izzomm it-taghmir ivvitrifikat fin-nitrogenu likwidu.

12.fF_€essaq il-kontenitur tal-LN, vicin il-friza krijogenika tal-LN, u ttrasferi I-cryocane bil-kontenut ghall-friza krijogenika ghall-hazna

t-tul.

B. EMBRIJUNI (PN ghal Blastocist) Protokoll tal-Vitrifikazzjoni:
1. lddispensa b'teknika asettika gatra wahda ta’ 50 pL ta’ ES fuq ghatu bil-maglub ta’ dixx petri (Figura 4).

2. Nehhi d-dixx tat-tkabbir bl-embrijuni mill-inkubatur u ¢¢ekkja I-kwalita tal-kampjun(i) bil-mikroskopju. Fejn hu possibbli, aghzel
biss I-embrijun(i) tal-ahjar kwalita ghall-vitrifikazzjoni.
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3. Ittrasferixxi I-kampjuni bl-attenzjoni (sa tnejn kull darba) b’volum minimu ta’ midjum mid-dixx tal-koltura ghall-gatra ta’ ES u ixghel

il-kronometru.

L-embrijuni ghandhom jekwilibraw fil-gatra ta’ ES bil-mod b'mod liberu ghal 6-10 minuti.

NOTA 1: ll-kampjuni l-ewwel jinxtorbu u mbaghad gradwalment jergghu lura ghall-gies originali taghhom, u b’hekk jindikaw
li I-ekwilibrazzjoni lesta.

ATTENZJONI: Imminimizza I-espozizzjoni tal-kampjun(i) ghad-dawl waqt -ekwilibrazzjoni fil-gtar ES u VS.

4. Matul dan il-perjodu tal-ekwilibrazzjoni fES, iddistribwixxi b'teknika asettika qatra wahda ta’ 50 L ta’ soluzzjoni VS kif muri
fil-Figura 4 u pprepara t-taghmir tal-ghazla tal-vitrifikazzjoni ghat-taghbija.

5. Lahlah it-tarf tal-pipetta tat-trasferiment b'VS immedjatament qabel tkun lesta I-ekwilibrazzjoni fl-ES, igbed il-kampjun(i) b'volum
minimu ta’ ES fit-tarf tal-pipetta u ttrasferih fil-gatra ta’ VS ghal minimu ta’ 30 sekonda. Hott I-embrijuni fil-giegh tal-VS. Wagt li
jkunu ged jinhattu, I-embrijuni jitilghu fil-wic¢ tal-VS. Biex tizgura tlahlih shih b'VS, bil-mod mexxi I-embrijuni lura lejn in-nofs ta’
qiegh il-VS billi tuza I-pipetta.

NOTA 2: Matul dan il-process, I-embrijuni jkunu deitratati u jergghu jitilghu lejn il-wic¢.

6. Ghabbi t-taghmir tal-Vitrifikazzjoni u ssigillah skont l-istruzzjonijiet tal-manifattur.

7. Poggi t-taghmir tal-ghazla ghall-Vitrifikazzjoni vvitrifikat fit-tubu krijogeniku jew goblet mghaddsa kompletament fil-LN,
(fug il-cryocane) Figura 3. Aghmel tapp mat-tubu krijogeniku (jew goblet) jew wahhlu rasu 'l isfel ma’ tubu krijogeniku iehor
minghajr tapp sabiex izzomm it-taghmir ivvitrifikat fin-nitrogenu likwidu.

8. FesTaq il-kontenitur tal-LN, vicin il-friza krijogenika tal-LN, u ttrasferi I-cryocane bil-kontenut ghall-friza krijogenika ghall-hazna

it-tul.

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
Ahzen il-kunjetti li ghadhom ma nfethux fil-frigg ftemperatura ta’ 2°C sa 8°C. Meta jinhaznu skont l-istruzzjonijiet, is-Soluzzjonijiet
tal-Vit Kit — Freeze NX jibgghu stabbli sad-data tal-iskadenza murija fuq it-tikketti tal-kunjetti.

Tuzax il-midja ghal aktar minn erbatax-il jum (14) minn meta jinfethu I-kontenituri.

Peress li I-prodott fih materjal minn sors uman jista’ jizviluppa xi materja partikolata matul il-hazna. Dan it-tip ta’ materja partikolata mhux
maghruf li ghandu effett fug il-prestazzjoni tal-prodott.

PREKAWZJONIJIET U TWISSIJIET
Dan l-apparat huwa mahsub ghall-uzu minn persunal imharreg fi proceduri ta’ riproduzzjoni assistita. Dawn il-pro¢eduri jinkludu
l-applikazzjoni indikata li ghaliha huwa mahsub dan I-apparat.

I--facilita li taghmel uzu minn dan |-apparat hija responsabbli biex izzomm it-trac¢abbilta tal-prodott u ghandha tikkonforma mar-regolamenti
nazzjonali li jikkoncernaw it-traccabbilta, fejn hu applikabbli.

Tuzax xi kunjett tas-soluzzjoni li juri evidenza ta’ hsara, tnixxija, particelli, jew soluzzjoni mdardra. Armi |-prodott skont ir-regolamenti
applikabbli.

Sabiex jigu evitati problemi ta’ kontaminazzjoni, ghandhom jintuzaw teknici asettici.
Bhalissa, il-letteratura tar-ricerka tindika Ii -effetti fit-tul tal-vitrifikazzjoni fuq l-oociti u I-embrijuni ghadhom mhux maghrufa.
Tuzax flixkun jekk I-ippakkjar sterili tieghu jkollu I-hsara.

UE: Mizuri standard biex jigu evitati l-infezzjonijiet li jirrizultaw mill-uzu ta’ prodotti medicinali ppreparati minn demm jew plazma umana
jinkludu I-ghazla tad-donaturi, l-iskrining ta’ donazzjonijiet individwali u ta’ lottijiet ta’ plazma ghal markaturi specifici tal-infezzjonijiet,
u l-inkluzjoni ta’ mizuri effettivi fil-process tal-manifattura ghall-inattivazzjoni/tnehhija tal-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 ohra mhux maghrufa jew emergenti. 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 li 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 ghandhom jigu rregistrati sabiex tinzamm rabta bejn il-pazjent u I-lott tal-prodott.

L-Istati Uniti: Dan il-prodott fih Albumina ta’ Serum Uman (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-lmmunodeficjenza
Umana (HIV). Madankollu, I-ebda metodu tal-ittestjar ma joffri assigurazzjoni shiha li I-prodotti miksuba minn sorsi umani mhumiex infettivi.
Ittratta kull materjal li gej minn sors uman dags li kieku jkun kapaci jittrazmetti I-infezzjoni, billi tuza prekawzjonijiet universali. Id-donaturi
tal-materjal sors gew iskrinjati ukoll ghall-marda CJD.

KONTRAINDIKAZZJONI

Il-prodott fih Gentamicin Sulfate. Ghandhom jittiehdu prekawzjonijiet adegwati biex ikun Zzgurat li I-pazjent mhuwiex sensitizzat ghal dan
l-antibijotiku.
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SLOVENSCINA

OPOZORILO ZA EU: Samo za profesionalno uporabo.

PREDVIDENA UPORABA
Vit Kit — Freeze NX je namenjen za uporabo v postopkih asistirane reprodukcije za vitrifikacijo in shranjevanje ¢loveskih oocitov (MII),
(PN) zigot v pronuklearnem stanju prek zarodkov 3. dne cepitve in zarodkov v fazi blastociste.

OPIS PRIPOMOCKA
Equilibration NX-ES je dvojno pufrana raztopina (HEPES & MOPS) medija za kontinuirano posamezno kulturo (CSCM), ki vsebuje
gentamicinijev sulfat, po 7,5 % (vol. %) DMSO in etilen glikola ter 20 % (vol. %) dopolnila seruma z dekstranom (DSS).

Vitrification NX-VS je dvojno pufrana raztopina (HEPES & MOPS) medija CSCM,ki vsebuje gentamicinijev sulfat, po 15 % (vol. %)
DMSO in etilen glikola, 20 % (vol. %) DSS ter 0,5 M trehaloze.

Washing NX-WS je dvojno pufrana raztopina (HEPES & MOPS) medija CSCM, ki vsebuje gentamicinijev sulfat in 20 % 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 — Freeze NX za ustvarjanje kon¢ne koncentracije 10 mg/ml

HSA in 4 mg/ml dekstrana.

Te raztopine se uporabljajo zaporedno skladno s protokolom postopne mikrokapljicne vitrifikacije.

SESTAVA
Soli in ioni Aminokisline L-fenilalanin Energijski substrati
Kalijev fosfat L-arginin L-serin. Dekstroza
Natrijev klorid Glicin L-treonin Natrijev piruvat
Kalijev klorid L-histidin L-triptofan Natrijev laktat
Magnezijev sulfat L-lizin L-valin
Kalcijev klorid L-prolin L-cistin Beliakovine
L-tirozin —l—, X .
Pufer L-alanin Antioksidanti Egrxam serumski albumin,
= L-asparaginska kislina iev ci
Natrijev bikarbonat L-asgaragin Natrijev citrat
:\-‘AE)FI)’ESS L-glutaminska kislina Krioprotektanti
L-izolevcin
L-levcin Antibiotiki Dekstran
L-alanil-L-glutamin Gentamicinijev sulfat gﬁgﬁlgolizkil
L-metionin Dimetil sulfoksid
ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

Raztopine v Vit Kit — Freeze NX so bile membransko filtrirane in aseptiéno obdelane skladno z validiranimi proizvodnimi postopki.

Pri vsaki seriji Vit Kit — Freeze NX so bili izvedeni naslednji preizkusi:
« prisotnosti endotoksinov z reagentom LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (< 0,6 EU/mI) po Farmakopeji ZDA za bakterijske endotoksine
<85> in Evropgki farmakopeji 2.6.14

*  preizkus z misjimi embrii (ena celica) (= 80 % razsirjena blastocista),
« sterilnosti s trenutnim testom Farmakopeje ZDA za sterilnost <71>, Evropske farmakopeje 3.2 (opravljeno)

Vsi rezultati so navedeni na analiznem certifikatu za vsako serijo, ki je na voljo na zahtevo.

POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

* Pripomocek za vitrifikacijo po izbiri

+ Sterilne petrijevke (50 X 9 mm, Falcon 351006 ali enakovredno)

+ Krioepruvete (4,5 ml) ali ¢aSe in kriopalcke

+ Hialuronidaza (kataloska $t. 90101) za vitrifikacijo oocitov

* Rokavice za enkratno uporabo

+ Prenosne pipete (izvleene steklene pipete ali konice mikropipet z notranjim premerom konice ~200 um)
* Pincete ali klesce

+ Stoparica ali ¢asovnik

+ Rezervoar tekocega dusika (Dewarjeva posoda ali stiroporni vsebnik s pokrovom, prostornina 1-2 )
+ Tekogi dusik (zadostna prostornina za doseganije 4 palcev globine v rezervoarju)

NAVODILA ZA UPORABO
Zahteve za komponente kompleta Vit Kit — Freeze NX (na uporabo):
+ Raztopina Equilibration NX-ES (ES):

60 pl za protokol vitrifikacije oocitov

ali

50 l za protokol vitrifikacije embria
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Raztopina Vitrification NX-VS (VS):
50 pl za kateri koli protokol vitrifikacije
Raztopina Washing NX-WS (WS):

20 pl za protokol vitrifikacije oocitov

PROTOKOL VITRIFIKACIJE:

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 ekvilibracije v raztopinah ES in VS.

1.

N o oA w

Koli¢ina raztopine ES, VS in WS, ki bo uporabljena, mora biti ogreta na sobno temperaturo (20-27 °C).

OPOMBA: Izogibajte se ponavljajoéemu se temperiranju celotnih vial z raztopino ES, VS in WS na sobno temperaturo, ¢e vsaki¢
potrebujete le del raztopine. Bolje je razdeliti koli¢ino, ki bo uporabljena, in vrniti viale na temperaturo 2-8 °C takoj po razdelitvi.
Raztopina Washing NX (WS) se uporablja za vitrifikacijo oocitov.

. Napolnite rezervoar za tekoci dusik s tekocim dusikom (LN,) — dovolj je, e doseZete globino 4 palcev ali da povsem potopite kriogpruveto

na palcki - in ga postavite v blizino mikroskopa. Pritrdite krioepruveto ali ¢aSo (brez pokrovéka) na spodnjo sponko kriopalCke in jo
potopite v tekoGi dusik za pripravo za shranjevanje vitrificiranega vzorca.

. Dologite $tevilo vzorcev, ki bodo vitrificirani.

. Znalepkami s potrebnimi informacijami oznacite vse sterilne petrijevke (ali pokroveke) in kriogensko napravo za shranjevanje.
. Pred zaCetkom postopka skrbno preglejte pripomocek za vitrifikacijo.

. Nezno obrnite vsako vialo z raztopinama ES in VS, da pred uporabo premeSate vsebino.

. Pripravite posodo s kapljicami raztopine za postopek vitrifikacije, kot sledi:

A. Protokol vitrifikacije OOCITOV (MII):
OPOMBA 1: Pridobljene oocite je treba ogoliti s hialuronidazo, da preverite, ali so Ml.
OPOMBA 2: Za protokol vitrifikacije embriev glejte razdelek B.

1. Asepti¢no nanesite po 20—l mikrokapljico WS, ES1 in ES2 eno poleg druge, mikrokapljico ES3 pa na obrnjen pokrov sterilne
petrijevke, kot je prikazano na sliki 1, nato pa postavite posodo na mizico mikroskopa:
* eno 20-pl kapljico WS,

+  tri 20-pl kapljice (skupno 60 pl) raztopine ES (ES1, ES2, ES3).

2. Odstranite posodo s kulturo, ki vsebuje oocite MII, iz inkubatorja in preverite kakovost vzorcev pod mikroskopom. Ce je mogoge,
izberite le najboljSo kakovost oocitov v fazi MII.

OPOZORILO: ZmanjSajte izpostavljenost vzorca(-ev) svetlobi zaradi ekvilibracije v kapljicah WS, ES in VS.

3. Prenesite oocit (do 2 so¢asno) z minimalnim volumnom medija iz posode s kulturo (v inkubatorju) v 20-pl kapljico WS za eno minuto.

4. Zdruzite kapljice WS v ES1 (glejte sliko 1, puscica 1) s konico prenosne pipete in za 2 minuti omogocite spontano mesanje obeh
raztopin.

5. Nato zdruZite kapljico ES2 (puscica 2) s predhodno zdruzenima kapljicama in pustite 2 minuti.

6. Prenesite oocit(e) z minimalno kolicino raztopine iz zdruzene kapljice v kapljico ES3 za 6-10 minut.

Opomba: Ekvilibracija oocitov v ES3 je kon¢ana, ko sta debelini zona pellucida in perivitelinskega prostora enaki. Oociti se obicajno
usedejo na dno kapljice v 3 minutah.

7.V &asu ekvilibracije v ES3 asepti¢no dodajte eno (1) 50-pl kapljico VS, preden se ekvilibracija zakljuci, in pripravite pripomodek
za vitrifikacijo po izbiri za nalaganje (slika 2).

8. Naslednji koraki (9-13) morajo biti kon¢ani v 80-110 sekundah.

OPOZORILO: Izpostavljenost vzorcev raztopini VS je treba omeijiti, da preprecite citotoksi¢nost. Vzorci po navadi plavajo
v raztopini VS, zato prilagodite fokus mikroskopa, da ohranite neprekinjeno vizualizacijo med izpostavljanjem, v bliZini pa imejte
konico prenosne pipete, da zagotovite hiter prenos med kapljicami. Glejte sliko 2.

9. Tik preden je ekvilibracija v ES kon¢ana, splaknite konico prenosne pipete in jo napolnite z V'S ter povlecite vzorec (vzorce)
z minimalno koli¢éino ES v konico pipete ter ga prenesite v kapljico VS za 50-60 sekund. Oocite odlozite na dno VS.
Med odlaganjem bodo oociti priplavali na vrh VS. Da bi zagotovili popolno splakovanje z VS, oocite s pipetiranjem nezno
premaknite nazaj na sredino na dno VS.

Med tem postopkom se bodo oociti dehidrirali in priplavali nazaj.

10. Napolnite pripomocek za vitrifikacijo in ga zatesnite po navodilih proizvajalca.

11. Vitrificiran vzorec (vzorce) na izbranem pripomocku za vitrifikacijo vstavite v potoplieno, z LN, napolnjeno krioepruveto ali
¢ado (na kriopalcki) - slika 3. S pokrovckom zaprite kriepruveto (ali ¢aso) ali jo prikljucite obrnjeno navzdol na drugo nezaprto
krioepruveto, da boste zavarovali vitrificirani pripomocek v tekogem dusiku.

12. Premaknite rezervoar LN, v blizino kriozamrzovainika LN, in prenesite kriopalcko z vsebino v kriozamrzovalnik za dolgotrajno
shranjevanje.

B. Protokol vitrifikacije EMBRIEV (PN do blastociste):
1. Asepti¢no dodajte eno 50-pl kapljico raztopine ES na obrnjeni pokrov petrijevke (slika 4).
2. Odstranite posodo s kulturo z embrii iz inkubatorja in preverite kakovost vzorcev pod mikroskopom. Ce je mogode, za vitrifikacijo
izberite le embrie najboljSe kakovosti.
3. Previdno prenesite vzorec (do dva so¢asno) z minimalno koli¢ino medija iz posode s kulturo v kapljico raztopine ES in zazenite
¢asovnik.

Embrii se morajo pocasi ekvilibrirati v kapljici raztopine ES s prostim padcem 6-10 minut.
OPOMBA 1: Vzorec se bo skréil in se nato postopno vra¢al v prvotno velikost, kar pomeni, da je ekvilibracija kon¢ana.
OPOZORILO: ZmanjSajte izpostavljenost vzorca svetlobi zaradi ekvilibracije v kapljicah ES in VS.
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4.V ¢asu ekvilibracije v ES asepti¢no dodajte eno 50-pl kapljico raztopine VS, kot prikazuje slika 4, in pripravite pripomocek
za vitrifikacijo po izbiri za nalaganje.

5. Tik preden je ekvilibracija v ES kon¢ana, splaknite konico prenosne pipete in jo napolnite z VS ter povlecite vzorec (vzorce)
z minimalno koli¢ino ES v konico pipete ter ga prenesite v kapljico VS za najmanj 30 sekund. Embrie odloZite na dno VS.
Med odlaganjem bodo embrii priplavali na vrh VS. Da bi zagotovili popolno splakovanje z VS, embrie s pipetiranjem nezno
premaknite nazaj na sredino na dno VS.

OPOMBA 2: Med tem postopkom se bodo embrii dehidrirali in priplavali nazaj.

6. Napolnite pripomocek za vitrifikacijo in ga zatesnite po navodilih proizvajalca.

7. Vitrificiran izbrani pripomocek za vitrifikacijo vstavite v potopljeno, z LN, napolnjeno kriogpruveto ali ¢aso (na kriopalcki) - slika 3.
S pokrovékom zaprite kriepruveto (ali €a$o) ali jo prikljucite obrnjeno navzdol na drugo nezaprto krioepruveto, da boste zavarovali
vitrificirani pripomocek v teko¢em dusiku.

8. Premaknite rezervoar LN, v blizino kriozamrzovainika LN, in prenesite kriopalcko z vsebino v kriozamrzovalnik za dolgotrajno
shranjevanje.

Dodatne podrobnosti o uporabi teh izdelkov dolo&ajo notranji laboratorijski postopki in protokoli vsakega laboratorija, ki so bili posebej
razviti in optimizirani za zadevni medicinski program.

NAVODILA ZA SHRANJEVANJE IN STABILNOST )
Neodprte viale shranjujte v hladilniku pri temperaturi od 2 do 8 °C. Ce shranjujete po navodilih, so raztopine kompleta Vit Kit - Freeze NX
stabilne do izteka roka uporabnosti, ki je naveden na nalepki na viali.

Ko vsebnike odprete, medija ne uporabljajte vec kot Stirinajst (14) dni.

Ker izdelek vsebuje materiale ¢loveskih virov, se med hrambo lahko razvijejo doloceni delci. Za to vrsto delcev ni znano, da bi vplivala
na uinkovitost izdelka.

PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA
Ta pripomocek sme uporabljati samo osebje, ki je usposobljeno za postopke asistirane reprodukcije. Ti postopki vkljucujejo predvideno
uporabo, za katero je ta pripomocek zasnovan.

Ustanova, v kateri dela uporabnik tega pripomocka, je odgovorna za vzdrzevanje sledljivosti izdelka in mora upostevati nacionalne
predpise glede sledljivosti, kjer je to ustrezno.

Ne uporabljajte viale z raztopino, na kateri so znaki poSkodb, puScanja, delcev ali motnosti. Izdelek zavrzite skladno z veljavnimi predpisi.
Za preprecitev kontaminacije morate pri ravnanju z izdelkom uporabljati asepticne tehnike.

Trenutno raziskovalna literatura kaze, da dolgoro¢ni ucinki vitrifikacije na oocite in embrie ostajajo neznani.

Ne uporabite nobene steklenice, ¢e je njena sterilna embalaza po$kodovana.

EU: Standardni ukrepi za preprecevanje okuzb, ki izhajajo iz uporabe medicinskih izdelkov, pripravijenih iz ¢loveske krvi ali plazme,
vkljuéujejo selekcijo darovalcev, presejanje posameznih darovanih bioloskih materialov in zdruZene plazme za specifiéne oznacevalce
okuzbe in vklju¢itev ucinkovitih proizvodnih korakov za inaktivacijo/odstranitev virusov. Kljub temu pri uporabi medicinskih izdelkov,
pripravijenih iz ¢loveske krvi ali plazme, ni mogoce popolnoma izkljugiti prenosa povzro€iteljev kuznih bolezni. To velja tudi za viruse,
ki so 8e neznani ali so se zaceli $iriti pred kratkim, in druge patogene. O dokazanih prenosih virusov z albuminom, proizvedenim skladno
s specifikacijami Evropske farmakopeje in uveljavijenimi postopki, ni nobenih poro€il. Zelo priporocljivo je, da se ob vsaki uporabi izdelkov
za reproduktivne postopke proizvajalca FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. pri bolniku zapiSeta ime in serijska Stevilka izdelka, da se ohrani
povezava med bolnikom in serijo izdelka.

ZDA: Ta izdelek vsebuje humani serumski albumin (HSA). Izhodni material ¢loveSkega izvora, ki se uporablja pri proizvodnji tega izdelka,
je bil testiran z uporabo kompletov, potrjenih s strani FDA; testi so pokazali, da ni reaktiven na protitelesa proti hepatitisu C (HCV) in na
protitelesa proti virusu humane imunske pomanjkljivosti (HIV). Vendar nobena testna metoda ne more popolnoma zagotoviti, da izdelki,
pridobljeni iz ¢loveskih virov, niso kuzni. Pri ravnanju z vsemi materiali ¢loveSkega izvora upo$tevajte mozno tveganje prenosa okuzbe,
tj. uporabljajte univerzalne previdnostne ukrepe. Pri darovalcih izvornega materiala je bilo opravljeno tudi presejanje za CJB.

KONTRAINDIKACIJE
Izdelek vsebuje gentamicinijev sulfat. Izvesti je treba ustrezne previdnostne ukrepe za zagotavljanje, da bolnik ni ob&utljiv za ta antibiotik.
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