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SAGE™ Vitrification Kit

For laboratory procedures only; other uses|

must be qualified by the end user.

REF
Number

ART-8025-A
ART-8025-B

Unit Size
1x2mL
1x2mL

Product Description
Equilibration Solution
Vitrification Solution

INTENDED USE

These products are intended for the ultra-rapid
freezing and containment of human embryos
(pronuclear zygotes through day 3 cleavage
stage embryos and blastocyst stage embryos)
in AR.T. procedures. This kit is designed to

be used in conjunction with the SAGE™
Vitrification Warming Kit (ART-8030) for warm-
ing and recovery of specimens.

PRODUCT DESCRIPTION

Equilibration Solution (ART-8025-A) is a MOPS
buffered solution of modified HTF containing
non-essential and essential amino acids,
gentamicin sulfate (10 mg/L), 7.5% (v/v) each
of DMSO and ethylene glycol and 12 mg/mL
human serum albumin.

Vitrification Solution (ART-8025-B) is a MOPS
buffered solution of modified HTF containing
non-essential and essential amino acids,
gentamicin sulfate (10 mg/L), 15% (v/v) each
of DMSO and ethylene glycol, 12 mg/mL human
serum albumin and 0.6 M sucrose.

This product contains 10 mg/L of genta-mi-
cin, an aminoglycoside antibiotic.

MATERIALS PROVIDED IN THE
VITRIFICATION KIT

1 x 2 mL vial of Equilibration Solution (REF #
ART-8025-A)

1 x 2 mL vial of Vitrification Solution (REF #
ART-8025-B)

PRECAUTIONS AND WARNINGS

Warning: The long term safety of embryo(s) vit-
rification on children born from this procedure
is unknown.

Caution: The safety and effectiveness of
vitrification has not been fully evaluated in
human embryos that have not yet reached the
blastocyst stage of development. To date, live
births have been reported from cleavage-stage
embryos vitrified on day 3 of development
(Desai et al., 2007) and clinical pregnancies
have been established from vitrified zygotes
(Selman & El-Danasouri, 2002).

Caution:The user should read and under-
stand the Directions for Use, Precautions
and Warnings, and be trained in the correct
procedure before using the Vitrification and
Vitrification Warming Kits for vitrification of
human embryos.

Caution: Use a legally marketed storage device
indicated for use in embryos vitrification proce-
dures. Use a closed storage system to prevent

the potential risk of viral contamination and do

not use open storage systems where the sam-

ple comes in direct contact with liquid nitrogen.
The rate of cooling in the storage device should
be between 1,800 to 20,000 °C/min (Camus

et al., 2006).

The Equilibration Solution (ART-8025-A) com-
ponent in this kit contains 12 mg/mL human
serum albumin.

The Vitrification Solution (ART-8025-B) com-
ponent in this kit contains 12 mg/mL human
serum albumin.

Caution: All blood products should be treated
as potentially infectious. Source material from
which this product was derived was found
negative when testing for antibodies to HIV-1/
HIV-2, HCV and non-reactive for HBsAg, HCV
RNA and HIV-1 RNA. No known test methods
can offer assurances that products derived
from human blood will not transmit infectious
agents. Donors of the source material have
been screened for Creutzfeldt-Jacobs disease
(CJD). Based on effective donor screening and
product manufacturing processes, it carries an
extremely remote risk for transmission of viral
diseases. A theoretical risk for transmission of
CJD is also considered extremely remote. No
cases of transmission of viral diseases or CJD
have ever been identified for albumin.

Handle all human source material as if it is
capable of transmitting infection, using univer-
sal precautions.

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 mark-
ers of infection and the inclusion of effective
manufacturing steps for the inactivation/
removal of viruses. Despite this, when medic-
inal 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
Pharmacopoeia specifications by established
processes.

Single use: To avoid problems with contamina-
tion, handle using aseptic techniques and discard
any excess product that remains in the bottle or
vial after procedure is completed.

Reproductive media products are intended for
single use only. Re-use of reproductive media
may result in using a product past its labeled
expiration date or increase the risk of microbi-
al contamination in a subsequent procedure if
the practitioner fails to utilize adequate aseptic
techniques.

Use of expired or microbial contaminated prod-
uct may result in suboptimal conditions to pro-
mote fertilization and/or embryo quality during
in-vitro culture. These conditions may result in
the failure of the embryo to develop properly or
to implant, potentially leading to a failed assisted
reproductive procedure.

Note: Embryo is considered a general term.
More precisely, SAGE™ considers the period
of time initiating when a single diploid cell
results from the fusion of male and female
genome resulting in zygote formation with
subsequent development from repeated
mitotic divisions forming a solid mass or
morula (typically day 4-5) and after which a
fluid-filled cavity develops resulting in blasto-
cyst formation (typically day 5-6) ending with
embryo implantation that begins the end of the
first week and is completed by the end of the
second week post conception.

Caution: U.S. Federal law restricts this device
to sale by or on the order of a physician or a
practitioner trained in its use.

This product contains the antibiotic gentamicin
sulfate. Appropriate precautions should be
taken to ensure that the patient is not sensi-
tized to this antibiotic.

QUALITY ASSURANCE

The solutions in this kit are membrane filtered
and aseptically processed according to cGMP
procedures which have been validated to meet
a sterility assurance level (SAL) of 1073,

One-cell MEA tested and passed with 80% or
greater blastocyst. USP Endotoxin tested and
passed with <1 EU/mL.

A Certificate of Analysis is available for this
product.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED

o Sterile Petri Dishes (50 x 9 mm, Falcon
351006 or equivalent) or 4-well multi
dishes (1 mL wells, Nunc 176740 or equiv-
alent)

o Cryotubes or goblets and cryocanes

o Disposable gloves

o Transfer pipettes (pulled glass pipettes or
micro-pipette tips with an inner tip diame-
ter of ~ 200 ym)

o Tweezers

e Timer or stopwatch

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

e Liquid Nitrogen (sufficient volume to
achieve 6 inch depth in reservoir)

DIRECTIONS FOR USE

The SAGE™ Vitrification Kit components
required for one embryo vitrification procedure
(maximum of 2 embryos per procedure) are
as follows:

Equilibration Solution (ES): 20 L to 1 mL
Vitrification Solution (VS): 80 pL to 1 mL

Refer to the specific instructions pertaining to
the carrier and containment device being used.

VITRIFICATION PROTOCOL:

The vitrification procedure is to be performed
at room temperature (20-25 °C). Do not use
a heated microscope stage for the following
procedures. Minimize exposure of specimens
to light during incubation in Equilibration and
Vitrification Solutions. Bring the solutions to
room temperature before use.

A. Procedure using micro-drop volumes of
solutions

1. Fill the liquid nitrogen reservoir with liquid
nitrogen to a sufficient depth to submerge a
cryotube or goblet on a cryocane and place
near to microscope. Attach a cryotube or
goblet to the bottom of the cryocane and
submerge in the liquid nitrogen in prepara-
tion for storage of the vitrified specimens.

2. Determine the number of embryos to be
vitrified.

3. Label each sterile petri dish and carrier/
storage device to be used with necessary
information.

4. Make sure the contents of each vial of ES
and VS Solutions are well mixed by gentle
inversion several times before use.

5. Prepare an inverted lid of a petri dish by
aseptically dispensing one 20 pL drop of
ES on the lid (see Fig 1, right).

6. Remove the culture dish with the
embryo(s) from the incubator and check
the quality of the embryos. Whenever pos-
sible, use only the best quality expanded
embryo(s) for vitrification.

7. Carefully transfer the embryo(s) (no more
than two in one procedure) with a min-
imal volume of culture medium to the top
of the drop of ES and start the timer. Allow
the blastocyst to equilibrate in the ES drop
during free-fall for 5 to 15 minutes. The
embryo(s) will shrink and then gradually
re-expand to its original size, indicating that
equilibration is complete.

8. During the equilibration time in ES, set up 4
x 20 pL drops of VS as shown in Fig 1.

9. The following steps should be completed
in 90-110 seconds.

10. After equilibration in ES is complete, draw
up some ES into the transfer pipette and
transfer the embryo(s) with minimal volume
from the ES drop into the center of the first
drop of VS (VS1) for 5 seconds.

11. Quickly transfer the embryo(s) from the
first drop of VS to the center of the second
drop of VS (VS2) for 5 seconds.

12. Next, transfer the embryo(s) from VS2 to
the center of the third drop of VS (VS3) for
10 seconds.

13. Finally, transfer the embryo(s) from VS3 to
the bottom of the fourth drop of VS (VS4).

14. For the vitrification procedure, follow the
instructions that accompany the carrier
device to be used. Carefully transfer the
embryo(s) in < 1 pL of VS solution from
drop VS4 into the vitrification device to be
used and proceed as instructed using the
Directions for Use that accompany the carri-
er device being used.

Fig. 1
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KEY:
ES= Equilibration Solution
Vs= Vitrification Solution
= —transfer embryo to next drop
T= Top of drop
C= Center of drop
B= Bottom of drop

15. If more embryo(s) are to be vitrified, repeat
steps 4 through 14 above, using fresh
drops of ES and VS.

Reminder: The amount of time between first
placing the embryo(s) in the VS solution
(VS1) and immersion into liquid nitrogen

should not exceed the time you have
determined to be optimal for this procedure
and certainly should not be more than 110
seconds (see #9 above).

Storage in liquid nitrogen: (all these proce-
dures should be done with the vitrified sample
fully immersed under liquid nitrogen to prevent
any inadvertent warming). Transfer the vitrified
sample into an appropriately labeled cryotube
or goblet attached to a cryocane with another
goblet inverted over the top to act as a cap
and transfer the cryocane to a storage tank of
liquid nitrogen.

B. Procedure using larger volumes of solu-
tion in 4-well multidish

Note: Caution must be taken to avoid any con-
tamination (e.g. microbial, patient, etc.) when
using 4-well plates.

1. Fill the liquid nitrogen reservoir with liquid
nitrogen to a sufficient depth to submerge
a cryotube or goblet on a cryocane and
place near to microscope. Attach a cryo-
tube or goblet to the bottom of the cryo-
cane and submerge in the liquid nitrogen
in preparation for storage of the vitrified
specimens.

2. Determine the number of embryos to be
vitrified.

3. Label each multidish and carrier/storage
device to be used with necessary informa-
tion.

4. Make sure the contents of each vial of ES
and VS Solutions are well mixed by gentle
inversion several times before use.

5. Prepare a multidish by aseptically dispens-
ing 1 mL of ES into Well 1 and 1 mL of VS
into Well 2 (see Fig 2, below).

6. Remove the culture dish with the embryo(s)
from the incubator and check the quality
of the embryos. Whenever possible, use
only the best quality expanded embryo for
vitrification.

Fig. 2
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KEY:
ES= Equilibration Solution
VS= Vitrification Solution

= —transfer embryo to next well

. Carefully transfer the embryo(s) (no more

than two in one procedure) with a
minimal volume of culture medium to the
top of Well 1 containing ES and start the
timer. Allow the embryo(s) to equilibrate in
ES during free-fall for 5 to 15 minutes. The
embryo(s) will shrink and then gradually
re-expand to its original size, indi cating that
equilibration is complete.

. After equilibration in ES is complete, draw

up some ES into the transfer pipette and
transfer the embryo(s) with minimal volume
from the ES well into the center of VS well.

9. Gently swirl the embryo(s) in the VS for

20-30 seconds to thoroughly mix it with
the VS solution.

10. For the vitrification procedure, follow the

instructions that accompany carrier device
to be used. Carefully transfer the blasto-
cyst(s) in < 1 pL of VS solution into the
vitrification device to be used and proceed
as instructed using the Directions for Use
that accompany the carrier device being
used.

11. If more embryo(s) are to be vitrified, repeat
steps 7 through 11 immediately above using
fresh solutions of ES and VS.

Each laboratory should make its own deter-
mination of the particular details to use for
each particular procedure.

Information on specific aspects of IVF, embryo
culture, and cryopreservation is available in
our Product Catalog.

STORAGE INSTRUCTIONS AND STABILITY
Store unopened containers refrigerated at 2
°C to 8 °C. Warm to room temperature (20-25
°C) prior to use. Do not freeze or expose to
temperatures greater than 39 °C. The products
are stable until the expiration date shown on
the label.

1. Remove desired volume of product using
aseptic procedures. One vial contains
adequate volume of solution for single use
only.

2. Once removed, do not return any volume
of product to the original container. Discard
remaining product.

3. Do not use if the product becomes discol-
ored, cloudy, turbid, or shows any evidence
of microbial contamination.
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our Customer Service Department, call the
SAGE™ Support Line.
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601-9818

EXPLANATION OF SYMBOLS
Catalog Number

Batch Number

Use By (year, month, day)

®rafg [F

Do Not Reuse

>

Temperature Limitation

renga]  Aseptic Technique Sterilization
Membrane Filtered (SAL 10'3)
é ATTENTION:
See instructions for use.
Authorized Representative
in the European Community.
Product conforms to the
0086 Medical Device Directive

93/42/EEC

Manufacturer

E

RXONLY .S, Federal law restricts this
device to sale by or on the order
of a physician (or properly licensed
practitioner).

SAGE In Vitro Fertilization
a CooperSurgical Company
SAGE™ In Vitro Fertilization, Inc.
u a CooperSurgical Company
95 Corporate Drive
Trumbull, CT 06611 USA
ORIGIO a/s
Knardrupvej 2
2760 Mélov
Denmark
WWW.0rigio.com

Customer Service:

E-mail: customer.service@origio.com
Tel: +45 46 79 02 02 Fax: +45 46 79 03 02

5654-04 ver. 4: 2017.Nov.17

Frangals |
SAGE Media”

SAGE™ Vitrification Kit

(Kit de vitrification)

Réservé aux procédures en laboratoire

uniquement ; tout autre usage doit étre
déterminé par Putilisateur final

Taille

d’unité
1x2ml
1x2ml

Description Numéro
du produit de réf.

Equilibration Solution ART-8025-A
Vitrification Solution ART-8025-B

UTILISATION

Ces produits ont été développés pour les
procédures de congélation ultrarapide et de
conservation d’embryons humains (zygotes
en phase pronucléaire jusqu’aux embryons
en phase de division Jour 3 et embryons au
stade blastocyste) dans les procédures de
procréation médicalement assistée. Ce kit est
prévu pour étre utilisé avec le kit Vitrification
Warming Kit (ART-8030) de SAGE™ pour

le réchauffement et le prélevement de
spécimens.

DESCRIPTION DU PRODUIT

Equilibration Solution (ART-8025-A) est une
solution tamponnée MOPS d’HTF modifié
contenant des acides aminés essentiels et
non essentiels, du sulfate de gentamicine
(10 mg/ml), 7,5 % (v/v) chacun de diméthyl
sulfoxide et d’éthylene glycol, et 12 mg/ml
d’albumine sérique humaine.

Vitrification Solution (ART-8025-B) est une
solution tamponnée MOPS d’HTF modifié
contenant des acides aminés essentiels et
non essentiels, du sulfate de gentamicine
(10 mg/ml), 15 % (v/v) chacun de diméthyl
sulfoxide et d’éthyléne glycol, et 12 mg/ml
d’albumine sérique humaine.

Ce produit contient 10 mg/I de gentami-cine,
un antibiotique de la famille des aminoglycosides.

MATERIEL FOURNI DANS LE KIT DE
VITRIFICATION

1 flacon de 2 ml de Equilibration Solution (REF
# ART-8025-A)

1 flacon de 2 ml de Vitrification Solution (REF
# ART-8025-B)

PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS
Avertissement : La sécurité a long terme des
enfants nés grace a cette procédure de vitrifi-
cation d’embryon(s) n’est pas connue.
Attention : la sécurité et I'efficacité de la vitri-
fication sur les embryons humains n’ayant pas
atteint la phase blastocyste du développement
n’ont pas été totalement évaluées. A ce jour,
des naissances vivantes ont été obtenues a
partir d’'embryons en phase de division vitrifiés
au Jour 3 du développement (Desai et al.,
2007) et des grossesses cliniques ont été
possibles grace a des zygotes vitrifiés (Selman
& El-Danasouri, 2002).

Attention : I'utilisateur doit lire et comprendre
le Mode d'utilisation, les Précautions et aver-
tissements et avoir bénéficié d’une formation
relative a la procédure avant d’utiliser les kits
de vitrification et de réchauffement apres vitrifi-
cation d’embryons humains.

Attention : utiliser un récipient de stockage
légalement commercialisé et adapté a une
utilisation dans les procédures de vitrification
d’embryons. Utiliser un systéme de stockage
fermé afin d’éviter les risques potentiels de
contamination virale et ne pas utiliser de
systemes de stockage ouverts dans lesquels
Iéchantillon entre en contact avec I'azote
liquide. La vitesse de refroidissement du réci-
pient de stockage doit étre comprise entre 1 800
et 20 000 °C/min (Camus et al., 2006).

Le composant Equilibration Solution (ART-
8025-A) de ce kit contient 12 mg/ml d’albu-
mine sérique humaine.

Le composant Vitrification Solution (ART-
8025-B) de ce kit contient 12 mg/ml d’albu-
mine sérique humaine.

Attention : tous les produits sanguins doivent
étre considérés comme potentiellement infec-
tieux. Les composants sources dont ce produit
est dérivé ont passé des analyses qui se sont
révélées négatives pour les anticorps VIH-1/VIH-
2,VHC et n’ont présenté aucune réaction aux
AgHBs, ARN VHC et ARN VIH-1. Aucune méthode
de test connue n’est en mesure de garantir que
les produits dérivés de sang humain ne trans-
mettront pas d’agents infectieux. Les donneurs
des composants sources ont été soumis a un
dépistage pour la maladie de Creutzfeldt-Jakob
(MCJ). Le présent produit, dont I'élaboration
s’appuie sur 'efficacité de I'évaluation des
donneurs et des procédés de fabrication,
présente un risque extrémement marginal de
transmission de maladies virales. Le risque de
transmission théorique de la MCJ est également
considéré comme tres faible. Aucun cas de
transmission de maladies virales ou de MCJ n'a
€té identifié concernant I'albumine.

Traiter tous les composants sources d’origine
humaine comme potentiellement infectieux et
utiliser des précautions universelles.

Les mesures d’usage visant a éviter les
infections dues a I'utilisation de produits
médicinaux préparés a partir de sang ou de
plasma humain incluent : la sélection des don-
neurs, la recherche de marqueurs d’infection
spécifiques dans les dons individuels et dans
les mélanges de plasma et I'inclusion d'étapes
de fabrication efficaces afin d’inactiver et/ou
d’éliminer les virus. Malgré ces précautions, il
est impossible d’exclure totalement le risque
de transmission d’agents infectieux lors de
I’adminis-tration de produits médicinaux pré-
parés & base de sang ou de plasma humain.
Ce risque s’applique aussi aux virus et autres
agents pathogenes inconnus ou émergents. Il
n’a été fait état d’aucun cas de transmission
virale avec de I'albumine fabriquée selon des
procédés établis et conformément aux normes
pharmaceutiques européennes.

Emploi unique : pour éviter les problémes
de contamination, employer des techniques
aseptiques en utilisant ce produit et ne pas
réutiliser I'exces du produit restant au fond
des flacons & la fin de chaque procédure.

Les produits pour milieux de reproduction

sont destinés a un usage unique seulement.
La réutilisation des milieux de reproduction
peut entrainer Iutilisation d’un produit au-dela
de sa date limite d’utilisation ou augmenter

le risque de contamination microbienne lors
d’une procédure ultérieure si le praticien n’uti-
lise pas de techniques adéquates d’asepsie.
L'usage de produit périmé ou a contamination
microbienne risque d’entrainer des conditions
sous-optimales pour la fertilisation et/ou la qua-
lité de I'embryon au cours de la culture in vitro.
Ces conditions peuvent empécher le développe-
ment normal de I'embryon ou son implantation
et risquent de mettre en échec la procédure de
procréation médicalement assistée.

Remarque : embryon est considéré comme
un terme général. Plus précisément, SAGE™
considére que la période de temps débute
lorsqu’une cellule diploide est produite par

la fusion d’un génome méle et femelle, d’ou
la formation du zygote ; se poursuit par un
développement dii a la répétition des divisions
mitotiques qui permet la constitution d’une
masse solide ou morula (généralement le 4e
et 5e jour) et apres laquelle se développe une
cavité remplie de fluide qui aboutit a la forma-
tion du blastocyste (généralement le 5e et 6e
jour) ; et se termine par I'implantation de I'em-
bryon qui commence a la fin de la premiére
semaine et s’achéve a la fin de la deuxieme
semaine apres la conception.

Attention : d’aprés la |égislation fédérale des
Etats-Unis, ce produit ne peut étre vendu que
par un médecin (ou par un autre praticien
agréé) ou sur sa prescription.

Ce produit contient du sulfate de gentamicine
(un antibiotique). Des mesures appropriées
doivent étre prises pour s’assurer que les
patients ne présentent aucune sensibilité & cet
antibiotique.

ASSURANCE DE QUALITE

Afin d’atteindre un niveau d’assurance de la
stérilité de 10-3 SAL, les solutions de ce kit
ont été filtrées a I'aide d’'une membrane et
traitées en milieu stérile, conformément aux
procédures cGMP validées.

Produit testé selon la procédure MEA unicellu-
laire, avec un taux de blastocystes satisfaisant
supérieur ou égal a 80 %. Produit testé aux
endotoxines selon USP avec un taux satisfai-
sant <1 EU/ml.

Un certificat d’analyse du produit est dis-
ponible.

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

* Boites de Petri stériles (Falcon 351006 50
X 9 mm ou équivalent) ou boites & 4 puits
(Nunc 176740, puits de 1 ml ou équivalent)
Cryotubes ou gobelets et tiges de cryogéni-
sation

Gants jetables

Pipettes de transfert (pipettes en verre ou
embouts de micropipette) d’un diamétre
intérieur d’environ 200 pm

Précelles

Minuteur ou chronométre

Réservoir d’azote liquide (réservoir Dewar
ou Styrofoam avec couvercle, d’'une capaci-
téde1az2l)

Azote liquide (volume suffisant pour remplir
un réservoir d’une profondeur de 15,2 cm (6
pouces))

MODE D’UTILISATION

Les composants du kit de vitrification SAGE™
nécessaires pour une procédure de vitrification
d’embryons (2 embryons maximum par procé-
dure) sont les suivants :

Equilibration Solution (ES) : de 20 pl a 1 ml
Vitrification Solution (VS) : de 80 yl & 1 ml

Se reporter aux instructions spécifiques
relatives au support et au récipient de conser-
vation utilisés.

PROTOCOLE DE VITRIFICATION :

La procédure de vitrification doit étre réa-lisée
a température ambiante (20 a 25 °C).

Ne pas utiliser de platine de microscope
chauffée pour les procédures suivantes.
Minimiser I'exposition des spécimens a la
lumiére lors de I'incubation dans les solutions
d’équilibrage et de vitrification. Amener les

solutions a température ambiante avant
emploi.

A. Procédure pour I'utilisation de micro-
gouttes de solution

1. Remplir suffisamment le réservoir d’azote
liquide pour pouvoir immerger un cryotube
ou un gobelet placé sur une tige, puis le
placer a proximité du microscope. Fixer un
cryotube ou un gobelet a la partie inférieure
d’une tige de cryogé-nisation et la submerger
dans I'azote liquide en préparation du stoc-
kage des spécimens vitrifiés.

2. Déterminer le nombre d’embryons a vitri-
fier.

3. Placer sur chaque boite de Petri stérile et
chaque support/récipient de stockage a
utiliser une étiquette comportant les infor-
mations nécessaires.

4. Sassurer que le contenu de chaque flacon
de solution ES et VS est correctement
mélangé en agitant délicatement les fla-
cons a plusieurs reprises avant emploi.

5. En milieu stérile, préparer un couvercle
retourné de bofte de Petri en y placant une
goutte de 20 pl de solution ES (voir sché-
ma 1, a droite).

6. Retirer la boite de culture contenant le ou
les embryons de I'incubateur et vérifier la
qualité des embryons. Lorsque cela est
possible, n’utiliser que le ou les embryons
expansés de meilleure qualité pour la vitri-
fication.

7. Transférer prudemment et avec un
volume minimal de milieu de culture le
ou les embryons (pas plus de deux par
procédure) dans la partie supérieure de
la goutte de solution ES, puis démarrer le
minuteur. Laisser le blastocyste s’équilibrer
en suspension dans la goutte de solution
ES pendant 5 & 15 minutes. Le ou les
embryons rétréciront puis retrouveront pro-
gressivement leur taille normale, indiquant
la fin de I'équilibrage.

8. Pendant la période d’équilibrage dans la
solution ES, préparer 4 gouttes de 20 pl
de solution VS, comme indiqué dans le
schéma 1.

9. Les étapes suivantes doivent étres réali-
sées dans un délai de 90 a 110 secondes.

10. Une fois I'équilibrage en solution ES termi-
né, aspirer une petite quantité de solution
ES dans la pipette de transfert et transférer
le ou les embryons avec un volume mini-
mal de la goutte de solution ES au centre
de la premiére goutte de solution VS (VS1)
pendant 5 secondes.

. Transférer rapidement le ou les embryons de
la premiére goutte de solution VS au centre
de la deuxiéme goutte de solution VS (VS2)
pendant 5 secondes.

12. Ensuite, transférer le ou les embryons de
la deuxieme goutte de solution VS (VS2) au
centre de la troisiéme goutte de solution
VS (VS3) pendant 10 secondes.

13. Enfin, transférer le ou les embryons de la
troisieme goutte de solution VS (VS3) au
fond de la derniere goutte de solution VS
(VS4).

-
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Schéma 1

515 min
T

le récipient
tion

Gouttes de 20 pl

EXPLICATION :

ES= Equilibration Solution

VS= Vitrification Solution
= transférer I'embryon dans la goutte

suivante (transfer embryo to next drop)

T= partie supérieure de la goutte

(Top of drop)

centre de la goutte (Center of drop)

fond de la goutte (Bottom of droj

14. Suivre les instructions jointes au support
utilisé pour la procédure de vitrification.
Transférer prudemment le ou les embryons
dans un volume inférieur a 1 pl de solution
VS de la goutte VS4 dans le récipient de
vitrification utilisé et procéder comme indi-
qué dans le mode d’utilisation fourni avec le
support utilisé.

15. Si davantage d’embryons doivent étre vitri-
fiés, répéter les étapes 4 a 14 ci-dessus en
utilisant de nouvelles gouttes de solutions
ESetVs.

Rappel : la durée entre le moment ol le ou
les embryons sont placés pour la premiére
fois dans la solution VS (VS1) et 'immersion
dans I'azote liquide ne doit pas dépasser
la durée jugée comme optimale pour cette
procédure et ne doit en aucun cas étre
supérieure a 110 secondes (voir étape 9
ci-dessus).

Stockage dans I’azote liquide : (pour éviter
tout réchauffement accidentel, I'ensemble
de ces procédures doit étre effectué avec
I’échantillon vitrifié entierement immergé
dans I'azote liquide). Transférer I'échantillon
vitrifié dans un cryotube ou dans un gobelet
correctement étiqueté et fixé & une tige de
cryogénisation avec un autre gobelet renversé
placé sur la partie supérieure de la tige afin
de servir de capuchon. Transférer ensuite la
tige de cryogénisation dans un réservoir de
stockage rempli d’azote liquide.

B. Procédure pour I'utilisation de volumes
plus importants de solution dans une hoite
a 4 puits

Remarque : faire preuve de prudence afin

d’éviter toute contamination (microbienne,

patient, etc.) lors de I'utilisation de boites a

4 puits.

1. Remplir suffisamment le réservoir d’azote
liquide pour pouvoir immerger un cryo-
tube ou un gobelet placé sur une tige,
puis le placer & proximité du microscope.
Fixer un cryotube ou un gobelet a la partie
inférieure d’une tige de cryogénisation et
I'immerger dans I'azote liquide en prépara-
tion du stockage des spécimens vitrifiés.

2.

Déterminer le nombre d’embryons a vitri-
fier.

. Placer sur chaque boite a plusieurs puits

et chaque support/récipient de stockage
une étiquette comportant les informations
nécessaires.

. S'assurer que le contenu de chaque flacon

de solution ES et VS est correctement
mélangé en agitant délicatement les fla-
cons a plusieurs reprises avant emploi.

. En milieu stérile, préparer une boite a puits

multiples en placant 1 ml de solution ES
dans le puits 1 et 1 ml de solution VS dans
le puits 2 (voir schéma 2, ci-dessous).

. Retirer la boite de culture contenant le ou

les embryons de I'incubateur et vérifier la
qualité des embryons. Lorsque cela est
possible, n’utiliser que I'embryon expansé
de meilleure qualité pour la vitrification.

Schéma 2

515 min Remplir le support choisi
dans un délai compris
entre90et110s

OO

EXPLICATION :

ES= Equilibration Solution

Vs= Vitrification Solution

- transférer 'embryon dans le puits

suivant (transfer embryo to

next well

. Transférer prudemment et avec un volume

minimal de milieu de culture le ou les
embryons (pas plus de deux par procé-
dure) dans la partie supérieure du puits
1 contenant la solution ES, puis démarrer
le minuteur. Laisser le ou les embryons
s’équilibrer en suspension dans la solution

ES pendant 5 a 15 minutes. Le ou les
embryons rétréciront puis retrouveront pro-
gressivement leur taille normale, indiquant
la fin de I'équilibrage.

8. Une fois I'équilibrage en solution ES termi-
né, aspirer une petite quantité de solution
ES dans la pipette de transfert et transférer
le ou les embryons avec un volume mini-
mal de solution du puits ES de au centre
du puits de solution VS.

9. Faire tourner le ou les embryons len-te-
ment dans la solution VS pour les mélanger
entierement a la solution.

. Suivre les instructions jointes au support
utilisé pour la procédure de vitrification.
Transférer prudemment le ou les blastocystes
dans un volume inférieur a 1 pl de solution
VIS dans le récipient de vitrification utilisé
et procéder comme indiqué dans le mode
d'utilisation fourni avec le support utilisé.

. Si davantage d’embryons doivent étre vitri-
fiés, répéter les étapes 7 a 11 ci-dessus en
utilisant de nouvelles solutions ES et VS.

Il revient a chaque laboratoire de détermi-
ner les détails spécifiques qui conviennent
pour chaque procédure particulié

Des informations portant sur certains aspects
spécifiques de la FIV, de la culture embryon-
naire, et la cryopréservation sont présentées
dans notre catalogue des produits.
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CONSIGNES DE STOCKAGE ET STABILITE

Conserver les flacons non ouverts au réfrigéra-

teur entre 2 °C et 8 °C. Réchauffer a la tempé-

rature ambiante (20 & 25 °C) avant emploi. Ne
pas congeler, ni exposer a des températures
supérieures a 39 °C. Les produits sont stables
jusqu’a la date de péremption indiquée sur

I'étiquette.

1. Prélever le volume du produit souhaité en
respectant les procédures aseptiques. Un
flacon contient le volume de solution adap-
té a une seule utilisation.

2. Apres prélevement, ne pas reverser la
moindre quantité de produit dans le flacon
d’origine. Jeter le produit restant.

3. Ne pas utiliser si le produit devient
décoloré, opaque, trouble, ou montre un
quelcongue signe de contamination micro-
bienne.
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AUTRES PRODUITS

ART-8030 SAGE™ Vitrification Warming Kit
SAGE In Vitro Fertilization™ propose une
gamme complete de produits destinés aux
spécialistes de la médecine reproductive.
Veuillez nous appeler ou nous écrire pour
obtenir une information particuliére ou un
exemplaire de notre catalogue actuel. Pour
les questions techniques ou pour joindre notre
département de service clientele, appelez la
ligne d’assistance de SAGE™.

Appeler la LIGNE D’ASSISTANCE DE SAGE™
au numéro : Aux Etats-Unis : (800) 243-
2974

International : (203) 601-9818
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SAGE™ Vitrification Kit

(Vitrifizierungs-Kit)

Nur fiir laboratorische Prozeduren;

fiir andere Anwendungszwecke muss
der Benutzer berechtigt sein.

DIE IM VITRIFICATION KIT ENTHALTENEN
MATERIALIEN

1 x 2-ml-Flasche mit Equilibration Solution
(REF # ART-8025-A)

1 x 2-ml-Flasche mit Vitrification Solution (REF
# ART-8025-B)

VORSICHTSMASSNAHMEN UND
WARNUNGEN

Warnung: Die langfristige Sicherheit von
Kindern, die aus vitrifizierten Embryonen ent-
standen sind, ist unbekannt.

Achtung: Die Unbedenklichkeit und

Referenz- Einheits-
g groBe

Equilibration Solution ART-8025-A 1x2ml
Vitrification Solution  ART-8025-B 1 x2ml

Produkt-

VERWENDUNGSZWECK

Diese Produkte wurden fiir das ultraschnelle
Einfrieren und die Konservierung mensch-li-
cher Embryonen (Zygoten im Vorkern-stadium
bis Tag 3 der Embryos im Zellteilungsstadium
und Embryos im Blasto-zystenstadium) bei
assistierten Repro- duktionstechniken entwi-
ckelt. Das Kit ist fiir die Verwendung mit dem
SAGE™ Vitrification Warming Kit (ART-8030)
zur Erwarmung und Wiederherstellung von
Proben vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Die Equilibration Solution (ART-8025-A) ist
eine MOPS-gepufferte Losung aus modifizier-
tem HTF, das essentielle und nicht-essentielle
Aminoséuren, Gentamicin-sulfat (10 mg/l),
jeweils 7,5 % (v/v) DMSO und Athylenglycol
und 12 mg/ml Human-serumalbumin enthalt.
Die Vitrification Solution (ART-8025-B) ist eine
MOPS-gepufferte Losung aus modifiziertem
HTF, das essentielle und nicht-essentielle
Aminoséuren, Gentamicin-sulfat (10 mg/l),
jeweils 15 % (v/v) DMSO und Athylenglycol,
12 mg/ml Human- serumalbumin und 0,6 M
Sucrose enthélt.

Dieses Produkt enthélt 10 mg/I des
Aminoglykosid-Antibiotikums Gentamicin.

Wir keit der Vitrifizierung bei humanen
Embryonen, die noch nicht das Blastozysten-
stadium erreicht haben, wurde nicht aus-
rei-chend untersucht. Bis heute existieren

nur Berichte {iber Embryonen im Furchungs-
stadium, die am 3. Tag der Entwicklung vitri-
fiziert wurden (Desai et al., 2007). Klinische
Schwangerschaften wurden nur mit vitrifizier-
ten Zygoten erzeugt (Selman & El-Danasouri,
2002).

Achtung: Der Benutzer sollte vor der
Verwendung der Vitrification und Vitrification
Warming Kits fiir die Vitrifizierung mensch-li-
cher Embryonen die Nutzungshinweise und die
VorsichtsmaBnahmen und Warnungen gelesen
und verstanden haben, sowie in der korrekten
Ausfiihrung der Verfahren geschult sein.

Achtung: Verwenden Sie nur legal auf

dem Markt erhaltliche, fiir die Verwendung
fiir Vitrifizierungsverfahren entwickelte
Aufbe-wahrungsprodukte. Um das potenti-

elle Risiko einer viralen Kontamination zu
vermeiden, verwenden Sie ein geschlos-
senes Aufbewahrungssystem. Verwenden
Sie in Féllen, in denen die Probe direkt
Fliissig-stickstoff ausgesetzt, kein offenes
Aufbewahrungssystem. Die Abkiihlungs-
geschwindigkeit des Aufbewahrungs- behél-
ters sollte zwischen 1.800 und 20.000 °C/Min.
(Camus et al., 2006) liegen.

Die Komponente Equilibration Solution
(ART-8025-A) dieses Kits enthélt 12 mg/ml
Humanserumalbumin.

Die Komponente Vitrification Solution
(ART-8025-B) dieses Kits enthélt 12 mg/ml
Humanserumalbumin.

Achtung: Alle Blutprodukte miissen wie
potentiell infektidses Material behandelt
werden. Das Quellmaterial, aus dem

dieses Produkt gewonnen wurde, wurde
negativ auf Antikérper gegen HIV-1/HIV-2
und HCV getestet und ist nicht reaktiv auf
HBsAg, HCV RNA und HIV-1 RNA. Jedoch
kann keine Untersuchungsmethode ein
madgliches Infektionsrisiko durch Produkte,
die aus Material menschlichen Ursprungs
hergestellt wurden, mit absoluter Sicherheit
aus-schlieBen. Die Spender des Quellmaterials
wurden auf Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(CJK) untersucht. Basierend auf den effek-
tiven Spenderuntersuchungen und den
Prozessen zur Produktherstellung ist das
Risiko der Ubertragung viraler Erkrankungen
&uBerst gering. Das theoretische Risiko
einer Ubertragung von CJK wird ebenfalls
als &uBerst gering eingestuft. Bis heute sind
keine Félle bekannt, bei denen es zu einer
Ubertragung viraler Erkrankungen oder CJK
durch Albumin kam.

Handhaben Sie Material menschlichen
Ursprungs immer wie potentiell infektioses
Material.

Zu den StandardmaBnahmen zur Vorbeugung
von Infektionen bei der Anwendung medizi-
ni-scher Produkte aus menschlichem Blut
oder Plasma zéhlen die sorgféltige Auswahl
der Spender, die Untersuchung einzelner
Spenden und Plasmapools auf spezielle
Infektionsmarker sowie die Umsetzung effizi-
enter Herstellungsschritte zur Inaktivierung/
Entfernung von Viren. Dennoch lésst sich bei
der Verabreichung medizinischer Produkte
aus menschlichem Blut oder Plasma die
Ubertragung von Infektionserregern nicht
vollsténdig aus-schlieBen. Dies gilt auch fiir
unbekannte oder neu gebildete Viren und
sonstige Pathogene. Es liegen keine Berichte
zur nachgewiesenen Ubertragung von Viren
durch Albumin vor, das geméB anerkannter
Verfahren und in Ubereinstimmung mit

den Spezifikationen der Europdischen
Pharmakopée hergestellt wurde.

Einmalgebrauch: Zur Vermeidung einer
Kontamination verwenden Sie aseptische
Verfahren und entsorgen alle Reste, die sich
nach Abschluss des Verfahrens in der Flasche
befinden.

Reproduktive Produkte sind fiir den Einmal-
gebrauch bestimmt. Die Wiederverwendung
von Medien, die fiir Reproduktionstechniken
eingesetzt werden, kann dazu fiihren, dass das
Produkt nach dem auf dem Etikett ausgewie-
senen Haltbarkeitsdatum verwendet wird oder
das Risiko einer mikrobiellen Kontaminierung
bei einem anschlieBenden Verfahren erhoht
wird, falls der Arzt keine adéquaten aseptischen
Vlerfahren verwendet.

Die Verwendung eines mikrobiell kontami-
nierten Produkts kann zu unzureichenden
Bedingungen bei der Befruchtungsforderung
und/oder bei der Embryoqualitat in der
In-vitro-Kultur fiihren. Solche Bedingungen
kénnen dazu fiihren, dass sich der Embryo
nicht richtig entwickeln oder einpflanzen kann,
und somit einen Fehlversuch einer assistierten
Reproduktion zur Folge haben.

Hinweis: ,,Embryo“ ist ein allgemeiner

Begriff. SAGE™ grenzt diesen Begriff ein

und betrachtet die Zeitspanne, die mit der
Entstehung einer einzelnen diploiden Zelle aus
der Verschmelzung des méannlichen und weib-
lichen Genoms beginnt, die zur Bildung einer
Zygote mit anschlieBender Entwicklung aus den
wiederholten mitotischen Teilungen fiihrt, wobei
eine solide Masse bzw. Morula geformt wird (in
der Regel Tag 4 — 5), in deren Anschluss sich
eine mit Fliissigkeit gefiillte Hohle entwickelt,
die zur Entstehung der Blastozyste fiihrt (in der
Regel Tag 5 — 6), und mit der Einpflanzung des
Embryos abgeschlossen ist, die am Ende der
ersten Woche beginnt und am Ende der zweiten
Woche nach Konzeption endet.

Achtung: Das US-Bundesgesetz erlaubt den
Verkauf dieses Produkts nur auf Anordnung
oder seitens eines Arztes bzw. eines Arztes mit
entsprechender Schulung.

Dieses Produkt enthélt das Antibiotikum
Gentamicinsulfat. Vor der Anwendung ist im
angemessenen Umfang zu priifen, dass der
Patient keine empfindlichen Reaktionen auf
dieses Antibiotikum zeigt.

QUALITATSSICHERUNG

Die Losungen dieses Kits werden mithilfe
von Membranen gefiltert und mit asep-
tischen Methoden geméB cGMP gehand-
habt, die der Sicherheitsstufe 10-3 fiir
Sterilisationsverfahren (SAL) entsprechen.
Ein-Zell-Mausembryotest (MEA) getestet und
bestanden mit 80 % oder mehr Blastozysten.
USP Endotoxin getestet und bestanden mit
<1 EU/ml.

Ein Zertifikat dieser Produktanalyse ist vor-
handen.

ERFORDERLICHE, ABER NICHT ENTHALTENE
MATERIALIEN

o Sterile Petrischalen (50 x 9 mm,

Falcon 351006 oder vergleichbar) oder
Multischalen mit 4 Wells (1-ml-Wells, Nunc
176740 oder vergleichbar)

Kryorohrchen oder Goblets mit Kryocane
Einweghandschuhe

Pipetten fiir den Transfer (Pipetten aus gezo-
genem Glas oder Mikropipettenspitzen mit
einem Innendurchmesser von ca. 200 pm)
Pinzetten

o Timer oder Stoppuhr
Fliissigstickstoffbehalter (Dewar- oder
Styroporbehélter mit Deckel, 1-2 | Volumen)
Fliissigstickstoff (Volumen ausreichend, um
eine Tiefe von 15,24 cm im Behlter zu
erreichen)

NUTZUNGSHINWEISE

Die fiir ein Vitrifizierungsverfahren des/der
Embryos(nen) (maximal 2 Embryonen pro
Verfahren) erforderlichen Komponenten des
SAGE™ Vitrification Kit:

Equilibration Solution (ES): 20 pl bis 1 ml
Vitrification Solution (VS): 80 pl bis 1 ml

Fiir weitere Informationen Uber den verwen-
deten Transport- und Aufbewahrungs-behalter
lesen Sie die spezifischen Anweisungen.

VITRIFIZIERUNGSPROTOKOLL:

Das Vitrifizierungsverfahren muss bei Raum-
temperatur (20 - 25 °C) durchgefiihrt werden.
Verwenden Sie fiir die folgenden Verfahren
kein Erhitzungsmikroskop. Minimieren Sie
wahrend der Inkubation in Equilibration
Solution und Vitrification Solution die direkte
Sonneneinstrahlung auf die Probe. Vor dem
Gebrauch erwéarmen Sie die Losungen auf
Raumtemperatur.

A. Verfahren mittels Mikrotropfen der
Losungen

1. Fiillen Sie so viel Fliissigstickstoff in
den Flussigstickstoffbehélter, dass ein
Kryorohrchen oder Goblet mit Kryocane
ausreichend tief eingetaucht werden
kann, und platzieren Sie den Behalter in
der Ndhe des Mikroskops. Befestigen Sie
zur Vorbereitung der Aufbewahrung der
vitrifizierten Proben ein Kryordhrchen oder
Goblet am Boden des Kryocane und tau-
chen Sie es in den Flissigstickstoff ein.

2. Legen Sie die Anzahl der zu vitrifizierenden
Embryonen fest.

3. Beschriften Sie jede sterile Petrischale
und zu verwendenden Transport-/
Aufbewahrungsbehlter mit den notwendi-
gen Informationen.

4. Stellen Sie sicher, dass der Inhalt der
Flaschen mit ES- und VS-Ldsungen vor
dem Gebrauch durch mehrmaliges vorsich-
tiges Umdrehen gut gemischt wird.

5. Bereiten Sie den umgekehrten Deckel
einer Petrischale vor, indem Sie einen
20-pl-Tropfen ES auf den Deckel aseptisch
pipettieren (Abb. 1, rechts).

6. Nehmen Sie die Kulturschale mit den
Embryonen aus dem Inkubator, und iiber-
priifen Sie die Qualitat der Embryonen.
Falls méglich, verwenden Sie fir die
Vitrifizierung nur den/die expandierten
Embryo(nen) mit der héchsten Qualitat.

7. Ubertragen Sie den/die Embryo(nen) (nicht
mehr als zwei pro Verfahren) mit einem
minimalen Volumen an Kulturmedium
auf den ES-Tropfen, und starten Sie den
Timer. Lassen Sie die Blastozyste sich im
freien Fall 5 bis 15 Minuten im ES-Tropfen

angleichen. Der/die Embryo(nen) schrump-
fen nun und expandieren danach wieder
graduell bis zur urspriinglichen GroBe, was
eine vollsténdige Aquilibrierung anzeigt.

8. Bereiten Sie wihrend der Aquilibrierung in
ES 4 x 20-pl-Tropfen VS vor, wie in Abb. 1
angezeigt.

9. Die folgenden Schritte sollten innerhalb von
90 — 110 Sekunden abgeschlossen sein.

10. Ziehen Sie nach Abschluss der Aquilibrie-
rung in ES etwas ES in die Pipette, und
libertragen Sie fiir 5 Sekunden den/die
Embryo(nen) mit einem minimalen Volumen
an ES-Tropfen in das Zentrum des ersten
VS-Tropfens (VS1).

. Ubertragen Sie schnell fiir 5 Sekunden
den/die Embryo(nen) vom ersten
VS-Tropfen in das Zentrum des zweiten
VS-Tropfens (VS2).

12. Ubertragen Sie als Néchstes den/die
Embryo(nen) 10 Sekunden von VS2 in das
Zentrum des dritten VS-Tropfens (VS3).

13. Ubertragen Sie den/die Embryo(nen) zuletzt
von VS3 auf die Unterseite des vierten
VS-Tropfens (VS4).

-
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Vitrifizierungsgerét

innerhalb von 90
Sek.

20 pl Tropfen

Aquilibrierungslsung (Equilibration Solution)
Vitrifizierungslosung (Vitrification Solution)

Embryotransfer auf nachsten Tropfen (trans-

fer embryo to next drop)

Oberseite des Tropfens (Top of drop)
Zentrum des Tropfens (Center of drop)
Unterseite des Tropfens (Bottom of droj

14. Befolgen Sie fiir das Vitrifizierungs- verfah-
ren die Anweisungen, die Sie zusammen
mit dem verwendeten Tréger erhalten haben.
Ubertragen Sie den/die Embryo(nen) in
< 1-pl VS vorsichtig vom VS4-Tropfen in
das zu verwendende Vitrifizierungsgerat,
und verfahren Sie weiter wie in den dem
zu verwendenden Tréger beiliegenden
Nutzungshinweisen dargelegt.

15. Wenn mehrere Embryonen vitrifiziert wer-
den sollen, wiederholen Sie die Schritte 4
bis 14, indem Sie frische Tropfen ES und
VS verwenden.

Erinnerung: Zwischen dem ersten Platzieren
des Embryos / der Embryonen in VS (VS1)
und dem Eintauchen in Fliissigstickstoff
sollte nicht mehr Zeit vergehen, als von
lhnen fiir dieses Verfahren als optimal
festgelegt bzw. definitiv nicht mehr als 110
Sekunden (siehe Nr. 9 oben).

Aufbewahrung in Fliissigstickstoff: (Um
unbeabsichtigte Erwdrmung zu vermeiden,
sollten alle diese Verfahren mit einer in
Fliissigstickstoff eingetauchten vitrifizierten
Probe durchgefiihrt werden.) Geben Sie die
vitrifizierte Probe in ein entsprechend beschrif-
tetes Kryordhrchen oder Goblet mit Kryocane
mit einem (iber Kopf hdngendem Goblet, das
als Deckel fungiert, und platzieren Sie das
Kryoréhrchen in einem mit Fliissigstickstoff
gefiillten Aufbewahrungsbehélter.

B. Verfahren mit groBeren Mengen der
Losungen in Multischalen mit 4 Wells

Hinweis: Bei der Verwendung von Platten mit
4 Wells muss besondere Sorgfalt angewendet
werden, damit es zu keinen Kontaminationen
(z. B. mikrobielle Verunreinigung,
Kontamination des Patienten usw.) kommt.

1. Fiillen Sie so viel Fliissigstickstoff in
den Fliissigstickstoffbehélter, dass ein
Kryorghrchen oder Goblet mit Kryocane
ausreichend tief eingetaucht werden
kann, und platzieren Sie den Behélter in
der Néhe des Mikroskops. Befestigen Sie
zur Vorbereitung der Aufbewahrung der
vitrifizierten Proben ein Kryor6hrchen oder
Goblet am Boden des Kryocane, und tau-
chen Sie es in den Flissigstickstoff ein.

. Legen Sie die Anzahl der zu vitrifizierenden

Embryonen fest.

. Beschriften Sie jede Multischale

und zu verwendenden Transport-/
Aufbewahrungsbehalter mit den notwendi-
gen Informationen.

. Stellen Sie sicher, dass der Inhalt der

Flaschen mit ES- und VS-Lésungen vor
dem Gebrauch durch mehrmaliges vorsich-
tiges Umdrehen gut gemischt wird.

. Bereiten Sie die Multischale vor, indem Sie

aseptisch 1 ml ES in Well 1 und 1 mIVS in
Well 2 pipettieren (siehe Abb. 2 unten).

. Nehmen Sie die Kulturschale mit den

Embryonen aus dem Inkubator, und iiber-
priifen Sie die Qualitét der Embryonen.
Verwenden Sie fiir die Vitrifizierung mog-
lichst nur den expandierten Embryo mit der
héchsten Qualitét.

. Platzieren Sie den/die Embyo(nen)

(nicht mehr als zwei pro Verfahren)
vorsichtig mit einem minimalen Volumen

Abb. 2

Beladen Sie den

515 Min. gewilnschten Triger
innerhalb von 90-110 Sek.
O O
LEGENDE:
ES= Aquilibrierungslosung
(Equilibration Solution)
Vs= Vitrifizierungsldsung (Vitrification
Solution)

> Embryotransfer auf nachsten Well
L (transferembryoto nextwel) |
an Kulturmedium oben auf Well 1 mit ES,
und starten den Timer. Lassen Sie den
Embryo / die Embryonen sich im freien
Fall 5 bis 15 Minuten im ES an-gleichen.
Der/die Embryo(nen) schrumpfen nun und

expandieren danach wieder graduell bis
zur urspriinglichen GroBe, was eine voll-
standige Aquilibrierung anzeigt.

8. Ziehen Sie nach Abschluss der
Aquilibrierung in ES etwas ES in die Pipette
und tbertragen Sie den Embryo / die
Embryonen mit einem minimalen Volumen
von ES in das Zentrum des Wells mit VS.

9. Verwirbeln Sie den/die Embryo(nen) vor-
sichtig 20 - 30 Sekunden in VS, damit sie
sich mit der VS vollstandig vermischen.

. Befolgen Sie fiir das Vitrifizierungs- verfah-
ren die Anweisungen, die Sie zusammen
mit dem verwendeten Tréger erhalten
haben. Ubertragen Sie die Blastozyste(n)
in <1 pl VS vorsichtig in das zu verwenden-
de Vitrifizierungsgerat, und verfahren Sie wei-
ter wie in den dem zu verwendenden Trager
beiliegenden Nutzungshinweisen dargelegt.

. Wenn weitere Embryonen vitrifiziert wer-
den sollen, wiederholen Sie unmittelbar im
Anschluss die Schritte 7 bis 11, wobei Sie
frische Tropfen ES und VS verwenden.

Jedes Labor muss selbst entscheiden, wel-
ches Medium fiir die einzelnen Verfahren
verwendet werden soll.

Informationen Uiber spezifische Aspekte der IVF,
der Embryokultur und der Kryokonservierung
finden Sie in unserem Produktkatalog.

1

o

1

jury

HINWEISE ZUR LAGERUNG UND
HALTBARKEIT

Ungedffnete Behdlter lagern Sie bei

2 bis 8 °C. Vor Gebrauch auf Raum- tempe-
ratur (20 - 25 °C) erwarmen. Nicht einfrieren
oder Temperaturen (iber 39 °C aussetzen.
Die Produkte sind bis zum Ende des auf

der Packung angegebenen Verfalldatums
verwendbar.

1. Entnehmen Sie die gewiinschte Menge
des Produktes mittels aseptischer
Prozeduren. Eine Flasche enthélt eine fiir
den einmaligen Gebrauch ausreichende
Lésungsmenge.

2. Die entnommene Menge oder ihre Teile
diirfen nicht wieder in den urspriinglichen
Behalter zuriickgegeben werden. Den Rest
des Produkts entsorgen.

3. Nicht benutzen, wenn sich das Produkt
verfarbt, oder triibe wird oder Anzeichen
einer mikrobiellen Kontaminierung auf-
weist.
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SAGE™ Vitrification Kit

(Kit per vetrificazione)

Solo per procedure di laboratorio;

altri usi devono essere qualificati
dal consumatore finale.

Descrizione REF Misura
del prodotto Numero dell’unita

Equilibration Solution ~ ART-8025-A 1x2ml
Vitrification Solution  ART-8025-B 1 x 2 ml

USO PREVISTO

Questi prodotti sono destinati al congel-a-
mento ultra-rapido e alla conservazione

di embrioni umani (embrioni della fase di
divisione di zigoti pronucleari giorno 3 ed
embrioni della fase di blastociti) nelle proce-
dure A.R.T. Il kit & concepito per essere utiliz-
zato con il Vitrification Warming Kit SAGE™
(ART-8030) per il riscaldamento e il recupero
dei campioni.

DESCRIZIONE DEL PRODOTTO

La soluzione per I'equilibrazione (ART-
8025-A) e una soluzione HTF modificata con
MOPS buffer, contenente amminoacidi non
essenziali ed essenziali, solfato di genta- micina
(10 mg/l), 7,5% (v/v) di DMSO e glicole etile-
nico e 12 mg/ml di albumina sierica umana.
La soluzione per la vetrificazione (ART-
8025-B) & una soluzione HTF modificata con
MOPS buffer, contenente amminoacidi non
essenziali ed essenziali, solfato di gentamici-
na (10 mg/l), 15% (v/v) di DMSO e glicole eti-
lenico, 12 mg/ml di albumina sierica umana e
saccarosio 0,6 M.

Il prodotto contiene 10 mg/I di gentamicina,
un antibiotico amminoglicosidico.

MATERIALI FORNITI CON IL KIT PER
VITRIFICAZIONE

1 x fiala da 2 ml di soluzione per equilibrazio-
ne (REF N. ART-8025-A)

1 x fiala da 2 ml di soluzione per vetrificazione
(REF N. ART-8025-B)

PRECAUZIONI E AVVERTENZE

Avviso: non & nota la sicurezza a lungo ter-
mine della vetrificazione degli embrioni per i
bambini nati tramite questa procedura.

Attenzione: la sicurezza e I'efficacia della
vetrificazione non sono state valutate com-
pletamente negli embrioni umani che non
hanno ancora raggiunto la fase di sviluppo di
blastociti. Finora, si sono regi-strate nascite
da embrioni della fase di divisione vetrificati il
giorno 3 dello sviluppo (Desai et al., 2007) e
si sono verificate gravidanze cliniche da zigoti
vetrificati (Selman & EI-Danasouri, 2002).

Attenzione: I'utente deve leggere e com-
pren-dere le Istruzioni per I'uso, le Precauzioni
e avvertenze ed essere adeguatamente formato
sulla procedura corretta prima di utilizzare i kit
per vetrificazione e per riscaldamento/ vetrifi-
cazione di embrioni umani.

Attenzione: utilizzare dispositivi per la conser-
vazione legali e indicati per I'uso nelle proce-
dure di vetrificazione degli embrioni. Utilizzare
un sistema di conservazione chiuso per evitare
il potenziale rischio di contaminazione virale e
non utilizzare sistemi aperti dove il campione &
a diretto contatto con I'azoto liquido. La veloci-
ta di raffreddamento nel dispositivo per la con-
servazione deve essere compresa tra 1.800 e
20.000 °C/min (Camus et al., 2006).

Il componente soluzione per equilibrazione
(ART-8025-A) in questo kit contiene 12 mg/ml
di albumina sierica umana.

Il componente soluzione per vetrificazione
(ART-8025-B) in questo kit contiene 12 mg/ml
di albumina sierica umana.

Attenzione: tutti i prodotti di origine ematica
devono essere trattati come potenzialmente

infetti. Il materiale sorgente da cui deriva que-
sto prodotto & risultato negativo al test degli
anticorpi per HIV-1/HIV-2, HCV e non reattivo
a HBsAg, HCV RNA e HIV-1 RNA. Nessun
metodo di analisi noto & in grado di garantire
che i prodotti derivati dal sangue umano non
trasmettano agenti infettivi. | donatori del
materiale sorgente sono stati esaminati per la
malattia di Creutzfeldt-Jakob (CJD). In base a
processi efficaci di screening dei donatori e di
produzione del prodotto, il rischio di trasmis-
sione di malattie virali & estremamente remoto,
come il rischio teorico di trasmissione di CJD.
Per I'albumina non sono mai stati identificati
casi di trasmissione di malattie virali o CJD.

Manipolare tutti i materiali di origine umana
come se potessero trasmettere infezioni, utiliz-
zando precauzioni generali.

Le misure standard per evitare le infezioni
causate dall’'uso di prodotti medicinali prepa-
rati da sangue o plasma umano includono la
selezione dei donatori, lo screening di specifici
indicatori di infezione nelle singole donazioni e
pool di plasma, nonché I'inclusione di passaggi
di produzione efficaci per la disattivazione o la
rimozione dei virus. Nonostante queste misure,
nella somministrazione dei prodotti medici-
nali preparati da sangue o plasma umano, la
possibilita di trasmissione di agenti infettivi
non puo essere esclusa completamente. Tale
possibilita vale anche per virus e altri agenti
patogeni sconosciuti 0 nuovi. Non sono dispo-
nibili registrazioni/segnalazioni di trasmissione
comprovata di virus con I'albumina prodotta
secondo le specifiche della EP (European
Pharmacopoeia, Farmacopea Europea) tramite
processi standardizzati.

Monouso: per evitare problemi di contamina-
zione, manipolare con tecniche asettiche ed
eliminare il prodotto in eccesso riman-ente nel
flacone o nella fiala al termine della procedura.
| prodotti per terreni di coltura destinati alla
fecondazione in vitro sono monouso. Il riutilizzo
dei terreni di coltura puo determin-are I'impiego
di prodotti dopo la data di scadenza indicata

sull’etichetta oppure I'aumento del rischio di
contaminazione microbica in una procedura
successiva se lo specialista non utilizza le
tecniche asettiche adeguate.

Lutilizzo di prodotti scaduti o con contamin-a-
zione microbica puo dar luogo a condizioni

non ottimali per la fecondazione e/o la qualita
dell’embrione durante la coltura in vitro. Tali
condizioni possono provocare il mancato svilup-
po dell’embrione in maniera adeguata oppure
I'impianto, portando potenzialmente al fallimen-
to della procedura di fecondazione assistita.
Nota: embrione & considerato un termine
generale. Pill precisamente, secondo SAGE™
identifica il periodo che inizia quando dalla
fusione del genoma maschile e femminile
deriva una singola cellula diploide creando lo
zigote con successivo sviluppo dalla divisione
mitotica ripetuta e formazione di una massa
solida o morula (solitamente giorno 4-5). In
seguito si sviluppa una cavita piena di liquido
che forma blastociti (solitamente giorno 5-6). Il
periodo si conclude con I'impianto dell’embrio-
ne che inizia alla fine della prima settimana e
si completa alla fine della seconda settimana
dopo il concepimento.

Attenzione: la legge federale degli Stati Uniti
limita la vendita del presente dispositivo ai
medici 0 su prescrizione medica 0 a un pro-
fessionista adeguatamente formato.

Questo prodotto contiene I'antibiotico genta-mi-
cina solfato. Adottare le precauzioni necessarie
per accertarsi che il paziente non sia sensibile/
allergico a questo antibiotico.

GARANZIA DI QUALITA

Le soluzioni in questo kit sono state soggette a
filtrazione su membrana e vengono lavorate
asetticamente in conformita alle procedure
cGMP che sono state convalidate per soddi-
sfare un livello di garanzia di sterilita (SAL)
di10-3.

Test MEA su cellula singola superato con
I'80% o piu di blastocisti. Test per le endotos-
sine USP superato con < 1 EU/ml.

Per questo prodotto & disponibile un certificato
di analisi.

MATERIALI NECESSARI MA NON INCLUSI

® Piastre di Petri sterili (50 x 9 mm, Falcon
351006 o equivalente) o multipiastra a 4
pozzetti (pozzetti da 1 ml, Nunc 176740 o
equivalente)

 Crioprovette o bicchieri e criocontenitori

© Guanti monouso

 Pipette per trasferimento (pipette in vetro
riempite o punte di micropipette con diame-
tro della punta interna di ~200 pm)

 Pinze

 Timer o cronometro

 Contenitore di azoto liquido (vaso di Dewar o
in Styrofoam con coperchio, volume di 1-2 1)

 Azoto liquido (volume sufficiente per otte-

nere una profondita di 6 pollici (15 cm) nel
contenitore)

ISTRUZIONI PER L'USO

| componenti del kit per vetrificazione SAGE™
richiesti per una procedura di vetrificazione
degli embrioni (massimo 2 embrioni per pro-
cedura) sono:

Soluzione per equilibrazione (ES): da 20 pl
atiml

Soluzione per vetrificazione (VS): da 80 pl
atiml

Fare riferimento alle istruzioni specifiche relati-
ve al dispositivo per trasporto e conservazione
utilizzato.

PROTOCOLLO DI VETRIFICAZIONE:
La procedura di vetrificazione deve essere
eseguita a temperatura ambiente (20-25 °C).

Non utilizzare fasi di microscopia con riscal-
damento per le seguenti procedure. Ridurre

al minimo I'esposizione dei campioni alla luce
durante I'incubazione nelle soluzioni di equili-
brazione e vetrificazione. Portare le soluzioni a
temperatura ambiente prima dell’uso.

A. Procedura tramite volumi di microgocce
delle soluzioni

1. Riempire di azoto liquido I'apposito
contenitore fino a un livello che consente
di immergere una crioprovetta o un bic-
chiere in un criocontenitore e posizionare
il tutto vicino al microscopio. Collegare una
crioprovetta o un bicchiere al fondo del crio-
contenitore e immergere nell’azoto liquido
in preparazione della conservazione dei
campioni vetrificati.

2. Determinare il numero di embrioni da
vetrificare.

3. Etichettare ogni piastra di Petri sterile e
ciascun dispositivo per trasporto/ conser-
vazione da utilizzare con le informazioni
necessarie.

4. Accertarsi che il contenuto di ogni fiala
delle soluzioni ES e VS sia mescolato ade-
guatamente per inversione diverse volte
prima dell’uso.

5. Preparare un coperchio rovesciato di una
piastra Petri ed erogare con tecnica asetti-
ca una goccia da 20 pl di ES sul coperchio
(vedere fig. 1, a destra).

6. Rimuovere la piastra per coltura con gli
embrioni dall’'incubatore e controllare la
qualita degli embrioni. Se possibile, utiliz-
zare solo gli embrioni espansi di migliore
qualita per la vetrificazione.

7. Trasferire con cura gli embrioni (non pili
di due per ciascuna procedura) con un
volume minimo di terreno di coltura nella
parte superiore della goccia di ES e avviare
il timer. Far equilibrare le blasto-citi nella
goccia di ES durante la caduta libera per
5/15 minuti. Le dimensioni degli embrioni
gradualmente tornano a quelle originali,
indicando che I'equilibrazione & completata.
8. Durante I'equilibrazione in ES, preparare
4 gocce da 20 pl di VS come mostrato
nella fig. 1.

9. Completare i seguenti passaggi in 90-110
secondi.

10. Al termine dell’equilibrazione in ES, pre-
levare parte di ES nella pipetta di trasferi-
mento e trasferire gli embrioni con volume
minimo dalla goccia di ES al centro della
prima goccia di VS (VS1) per 5 secondi.

. Trasferire rapidamente gli embrioni dalla
prima goccia di VS al centro della seconda
goccia di VS (VS2) per 5 secondi.

12. Quindi, trasferire gli embrioni da VS2 al
centro della terza goccia di VS (VS3) per 10
secondi.

13. Infine trasferire gli embrioni da VS3 al
fondo della quarta goccia di VS (VS4).

14. Per la procedura di vetrificazione, seguire
le istruzioni allegate al dispositivo per tra-
sporto da utilizzare. Trasferire con cura gli
embrioni in < 1 pl di soluzione VS dalla
goccia VS4 nel dispositivo per vetrificazio-
ne da utilizzare e procedere come indicato
nelle Istruzioni per I'uso allegate al disposi-
tivo per trasporto utilizzato.

Fig. 1
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(Equilibration Solution)
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15. Se devono essere vetrificati pit embrioni,
ripetere i precedenti passaggi da 4 a 14,
utilizzando gocce fresche di ES e VS.

Promemoria: il tempo tra il primo posizio-

na-mento degli embrioni nella soluzione VS

(VS1) e Pimmersione in azoto liquido non

deve superare il tempo ottimale stabilito

per questa procedura e comunque non
deve essere superiore a 110 secondi (vede-
re n. 9 sopra).

Conservazione in azoto liquido: tutte queste
procedure devono essere eseguite con il
campione vetrificato completamente immerso
in azoto liquido per evitare un riscaldamento
imprevisto. Trasferire il campione vetrificato in
una crioprovetta o un bicchiere adeguatamen-
te etichettato collegato a un criocontenitore
con un altro bicchiere rovesciato che funga da
coperchio e trasferire il criocontenitore in un
serbatoio per la conservazione in azoto liquido.

B. Procedura tramite volumi maggiori di
soluzione in una multipiastra a 4 pozzetti

Nota: prestare attenzione a evitare contami-
nazioni (ad es. microbica, da paziente, ecc.)
quando si utilizzano piastre a 4 pozzetti.

1. Riempire di azoto liquido I'apposito
contenitore fino a un livello che consente
di immergere una crioprovetta o un bic-
chiere in un criocontenitore e posizionare
il tutto vicino al microscopio. Collegare una
crioprovetta o un bicchiere al fondo del crio-
contenitore e immergerla in azoto liquido
in preparazione per la conservazione dei
campioni vetrificati.

2. Determinare il numero di embrioni da
vetrificare.

3. Etichettare ogni multipiastra e dispositivo
per trasporto/conservazione da utilizzare
con le informazioni necessarie.

4. Accertarsi che il contenuto di ogni fiala
delle soluzioni ES e VS sia mescolato ade-
guatamente per inversione diverse volte
prima dell’uso.

5. Preparare una multipiastra erogando in
modo asettico 1 ml di ES nel pozzetto 1 e
1 ml di VS nel pozzetto 2 (vedere fig. 2, di
sequito).

6. Rimuovere la piastra per coltura con gli
embrioni dall'incubatore e controllare la
qualita degli embrioni. Se possibile, utiliz-
zare solo gli embrioni espansi di migliore
qualita per la vetrificazione.

Fig. 2
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7. Trasferire con cura gli embrioni (non piu di
due per ciascuna procedura) con un volu-
me minimo di terreno di coltura nella parte
superiore del pozzetto 1 che contiene ES e
avviare il timer. Far equilibrare gli embrioni
in ES durante la caduta libera per 5/15
minuti. Le dimensioni degli embrioni gradual-
mente tornano a quelle originali, indicando
che I'equilibrazione & completata.

8. Al termine dell’equilibrazione in ES,
prelevare parte di ES nella pipetta di
trasferimento e trasferire gli embrioni con
volume minimo dal pozzetto ES al centro
del pozzetto VS.

9. Agitare con attenzione gli embrioni in VS
per 20/30 secondi per mescolarli accurata-
mente con la soluzione VS.

10. Per la procedura di vetrificazione, seguire
le istruzioni allegate al dispositivo per
trasporto da utilizzare. Trasferire con cura
le blastocisti in < 1 pl di soluzione VS nel
dispositivo per vetrificazione da utilizzare
e procedere come indicato nelle Istruzioni
per 'uso allegate al dispositivo per tra-
sporto utilizzato.

. Se devono essere vetrificati piti embrioni,
ripetere i precedenti passaggi da 7 a 11,
utilizzando soluzioni ES e VS fresche.

Ogni laboratorio deve stabilirequale mezzo

usare per ogni singolo procedimento.

Informazioni su specifici aspetti di IVF, coltura

embrionale e crioconservazione sono disponibili

nel nostro catalogo prodotti.

INFORMAZIONI SU CONSERVAZIONE E
STABILITA

Conservare contenitori chiusi raffreddati da 2
°C a 8 °C. Riscaldare alla temperatura dell'in-
cubatore (20-25 °C) prima di utilizzare. Non
congelare o esporre a temperature superiori
a 39 °C. | prodotti sono stabili fino alla data di
scadenza indicata sull’etichetta.

1. Rimuovere il volume desiderato del prodot-
to usando procedimenti asettici. Una fiala
contiene il volume di soluzione sufficiente
per un uso singolo.

2. Una volta rimosso, non reintrodurre I'even-
tuale prodotto rimanente nel contenitore
originale. Eliminare il prodotto rimanente.

3. Non usare il prodotto se presenta segni di
decolorazione, opacita, torbidita o evidenze di
contaminazione microbica.
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SAGE™ Vitrification Kit

(Kit de vitrificacion)

Para procesos en laboratorio solamente.

Otros usos en funcion del usuario final.

REF.
Descripcion Numero

Equilibration Solution ART-8025-A
Vitrification Solution  ART-8025-B

Tamaiio
1x2ml
1x2ml

APLICACIONES

Estos productos se utilizan para la con-
gel-acion y contencion ultra répida de
embrio-nes humanos (cigotos pronucleares
en el dia 3, embriones en la fase de clivaje

y embriones en la fase de blastocitos) en
procedimientos con A.R.T. Este kit esta dise-
fiado para su uso en conjunto con el SAGE™
Vitrification Warming Kit (kit de calentamiento
para vitrificacion de SAGE™) (ART-8030)
utilizado para calentar y recu-perar los
especimenes.

DESCRIPCION

La Equilibration Solution (solucion para
equilibrio) (ART-8025-A) es una solucién con
tampdn MOPS, de HTF modificado, con ami-
nodacidos esenciales y no esenciales, sulfato de
gentamicina (10 mg/l), 7.5% (v/v) cada uno de
DMSO y etilenglicol, y 12 mg/ml de seroalbu-
mina humana.

La Vitrification Solution (solucion para vitri-
ficacion) (ART-8025-B) es una solucion con
tampon MOPS, de HTF modificado, con ami-
noacidos esenciales y no esenciales, sulfato de
gentamicina (10 mg/l), 15% (v/v) cada uno de
DMSO y etilenglicol, 12 mg/ml de seroalbu-
mina humana y sacarosa de 0.6 M.

Este producto contiene 10 mg/L de genta-mi-
cina, un antibiético aminoglucésido.

MATERIALES INCLUIDOS EN EL KIT DE
VITRIFICACION

Via de 1 x 2 ml de la solucion para equilibrio
(REF. # ART-8025-A)

Via de 1 x 2 de la solucion para vitrificacion
(REF. # ART-8025-B)

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Advertencia: no se conoce la seguridad a
largo plazo de los bebés que nacen como
resultado de la vitrificacion de embriones.

Advertencia: no se ha evaluado completa-
mente la seguridad y eficacia de la vitrifi-
ca-cién en embriones humanos que no hayan
alcanzado la fase de desarrollo de blastocito.
Hasta la fecha, se han informado nacimientos de
embriones en fase de clivaje vitrificados al tercer
dia de desarrollo (Desai et al., 2007) y se han
establecido embarazos clinicos de la vitrifica-
cion de cigotos (Selman & El-Danasouri, 2002).

Advertencia: el usuario debe leer y compren-
der las instrucciones de uso, las precauciones
y advertencias, y debe instruirse para proceder
de manera correcta antes de utilizar los

kits de vitrificacion y de calentamiento para
vitrificacion en el proceso de vitrificacion de
embriones humanos.

Advertencia: utilizar un dispositivo de
almacenamiento comercializado legalmente

e indicado para los procedimientos de vitrifi-
cacion de embriones. Utilizar un sistema de
almacenamiento cerrado para evitar el riesgo
potencial de contaminacion virica y no utilizar
sistemas de almacenamiento abiertos en los
que la muestra entre en contacto directo con
el nitrégeno liquido. La tasa de enfriamiento en
el dispositivo de almacenamiento debe ser de
1,800 a 20,000 °C/min (Camus et al., 2006).

El componente de la Equilibration Solution
(solucion para equilibrio) (ART-8025-A) en
este kit contiene 12 mg/ml de seroalbimina
humana.

El componente de la Vitrification Solution
(solucion para vitrificacion) (ART-8025-B) en
este kit contiene 12 mg/ml de sero-alblimina
humana.

Advertencia: todos los productos sanguineos
deben considerarse potencialmente infecciosos.
Al evaluar el material del cual se obtuvo este
producto, el resultado fue negativo respecto de
los anticuerpos VIH-1/VIH-2, HCV y no reactivo
para HBsAg, HCV ARN y VIH-1 RNA. No se
conocen métodos de prueba que puedan garan-
tizar que los productos derivados de la sangre
humana no transmitirdn agentes infecciosos.
Se realiz6 un cribado de los donantes respecto
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacobs (CJD).
Dada la efectividad del cribado de los donantes
y de los procesos de fabricacion del producto,
el riesgo de transmision de enfermedades
venéreas es extremadamente remoto. El riesgo
tedrico de transmision de CJD también se
considera muy remoto. Para la albimina, nunca
se han identificado casos de transmision de
enfermedades viricas ni de CJD.

Al trabajar con material fuente humano, utilizar
precauciones universales ya que puede trans-
mitir infecciones.

Entre las precauciones estandar para prevenir
infecciones causadas por el uso de productos
medicinales preparados a base de sangre
humana o plasma se incluyen: seleccion de
donantes, cribado de donaciones indivi-duales
y depdsitos de plasma en busca de marcado-
res de infecciones especificos, e incorporacion
de pasos efectivos en el proceso de fabrica-
cion para desactivar o eliminar virus. Incluso
teniendo en cuenta estas precauciones, no se
puede descartar por completo la posibilidad
de transmision de agentes patégenos cuando
se administran productos medicinales prepa-
rados a base de sangre humana o plasma.
Esto también hace referencia a virus u otros
agentes patogenos desconocidos o de reciente
aparicion. No se han detectado transmisiones de
virus demostradas cuya causa sea la alblimina
fabricada de acuerdo con las especificaciones
de la Farmacopea europea y por medio de los
procesos de elaboracion establecidos.

Un solo uso: para evitar problemas de conta-
minacion deben utilizarse técnicas asépticas
y desechar el producto excedente que per-
manece en la botella o en la via al terminar la
intervencion.

Los productos de medios de reproduccion
solo se pueden utilizar una vez. Si reutiliza
estos productos, puede ocurrir que use un
producto luego de su fecha de vencimiento

0 puede ocasionar un aumento del riesgo de
contaminacion microbiana en un procedi-miento
posterior, si el médico no utiliza las técnicas
asépticas adecuadas.

El uso de un producto con contaminacion
microbiana o vencido puede resultar en con-
diciones no dptimas para la estimulacion de la
fertilizacion o la calidad del embrién durante
el cultivo in vitro. Estas condiciones pueden
ocasionar que el embrion no se desarrolle
correctamente o no se pueda implantar, lo que
conlleva a que no se logre un procedimiento
de reproduccién asistida exitoso.

Nota: “embrion” se considera como término
general. Mas exactamente, SAGE™ considera
como inicio del plazo el surgimiento de una
sola célula diploide de la fusion de genoma
masculino y femenino cuyo resultado es la
formacion de un cigoto con el consecuente
desarrollo de repetidas divisiones mitéticas
que conforman una masa solida o moérula
(tipicamente en el 4to. - 5to. dia) y tras el cual
se desarrolla una cavidad llena de fluido que
da lugar a la formacion del blastocito (tipica-
mente en el 5to. - 6to. dia) y que termina con
la implantacion del embrion, que empieza al
final de la primera semana y que se completa
al final de la segunda semana después de la
concepcion.

Advertencia: las leyes federales de EE.UU.
restringen la venta o la prescripcion de este
producto a realizarse por médicos o profesio-
nales autorizados de la medicina.

Este producto contiene el antibictico sulfato de
gentamicina. Se deben tomar las precauciones
adecuadas para asegurarse de que el paciente
no sea alérgico a este antibiotico.

CONTROL DE CALIDAD

Las soluciones de este kit fueron filtradas por
membrana y procesadas asépticamente seglin
los procedimientos de cGMP que han sido
validados para que cumplan con un nivel de
garantia de esterilidad (NGE) de 10-3.

MEA unicelular probada y superada con un
80% 0 mas de blastocitos. Endotoxinas de la
USP probadas y aprobadas con <1 EU/ml.
Existe un Certificado de analisis disponible
para este producto.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
SUMINISTRADOS

e Platos estériles Petri (50 x 9 mm, Falcon
351006 o equivalente) o platos con 4 multi-
pocillos (multipocillos de 1 ml, Nunc 176740
0 equivalente)

Criotubos o copas y criocafias

Guantes desechables

Pipetas para transferencias (pipetas de
vidrio soplado o puntas para micropipetas con
un didmetro interior de ~ 200 pm)

® Pinzas

Crondmetro o temporizador

Depésito de nitrégeno liquido (contenedor
dewar o poliestireno con tapa, volumen de 1
az2l)

Nitrégeno liquido (volumen suficiente para
alcanzar una profundidad de 6 pulgadas en
el reservorio)

MODO DE EMPLEO

Los componentes del kit de vitrificacion
SAGE™ necesarios para un procedimiento
de vitrificacion de embriones (maximo de
2 embriones por procedimiento) son los
siguientes:

Solucion para equilibrio (ES): 20 pla 1 ml
Solucién para vitrificacion (VS): 80 pl a1 ml
Consultar las instrucciones especificas sobre

el dispositivo de traslado y contencién que se
utiliza.

PROTOCOLO DE VITRIFICACION:
El procedimiento de vitrificacion se realiza a
temperatura ambiente (20 a 25 °C).

No utilizar una platina de microscopio caliente
para los siguientes procedimientos. Minimizar
la exposicion de los especimenes a la luz
durante la incubacion en las soluciones para
equilibrio y vitrificacion. Llevar las soluciones a
temperatura ambiente antes de utilizarlas.

A. Procedimiento con volimenes de las
soluciones en microgotas

1. Llenar el reservorio con nitrégeno liquido
hasta lograr una profundidad suficiente
como para sumergir un criotubo o una
copa en una criocaiia y colocarlo cerca
del microscopio. Adosar un criotubo o
una copa a la parte inferior de la criocafia
y sumergirla en el nitrdgeno liquido en
preparacion para el almacenamiento de los
especimenes vitrificados.

2. Determinar la cantidad de embriones que
se va a vitrificar.

3. FEtiquetar cada plato estéril Petri y disposi-
tivo de traslado o aimacenamiento que se
vaya a utilizar con la informacion necesa-
ria.

4. Asegurarse de que el contenido de cada
via de soluciones ES y VS esté bien
mezclado invirtiéndolo varias veces con
cuidado antes de usarlo.

5. Preparar una tapa invertida de un plato
Petri con una gota de 20 pl de ES (ver Fig.
1, derecha).

6. Quitar el plato de cultivo con los embrio-
nes de la incubadora y verificar la calidad
de los embriones. Siempre que sea
posible, utilizar unicamente los embriones
expandidos de mejor calidad para la vitri-
ficacion.

7. Transferir los embriones con cuidado (no
mas de dos por cada procedi- miento)
con un volumen minimo de medio de cul-
tivo a la parte superior de la gota de ES e
iniciar el crondmetro. Dejar que el blasto-
cito se equilibre en la gota de ES mientras
cae entre 5y 15 minutos. Los embriones

se encogen y se vuelven a expandir
gradualmente a su tamafo original, lo que
indica que se ha alcanzado el equilibrio.

8. Mientras tanto, preparar gotas de 4 x 20 pl
de VS como se muestra en la Fig. 1.

9. Se deben llevar a cabo los siguientes
pasos en un total de 90 a 110 segundos.

10. Después de alcanzar el equilibrio en la
ES, colocar un poco de ES en la pipeta de
transferencia y transferir los embriones con
un volumen minimo de la gota de ES en
el medio de la primera gota de VS (VS1)
durante 5 segundos.

11. Répidamente, transferir los embriones
de la primera gota de VS al medio de
la segunda gota de VS (VS2) durante 5
segundos.

12. Luego, transferir los embriones de VS2
al medio de la tercera gota de VS (VS3)
durante 10 segundos.

13. Finalmente, transferir los embriones de VS3
al fondo de la cuarta gota de VS (VS4).

5215 min.
T

Fig. 1

Gargar dispositivo

10 seg.
c de vitrificacion

en 90 seg.
B

Gotas de 20 pl

REFERENCIA:
ES= Solucion para equilibrio
(Equilibration Solution)
VS= Solucion para vitrificacion
(Vitrification Solution)
Transferir embrion a la siguiente gota
(transfer embryo to next drop)
T= Parte superior de la gota (Top of drop)
= Centro de la gota (Center of drop)p
Parte inferior de la gota (Bottom of droj

sequir las instrucciones que trae el dispo-
sitivo de traslado a utilizar. Transferir los
embriones con cuidado en < 1 pl de solu-
cion VS desde la gota VVS4 al dispositivo
de vitrificacion y seguir las instrucciones
de uso que trae el dis-positivo de traslado.

. Sivan a vitrificarse méas embriones, repe-
tir los pasos 4 a 14 anteriores con gotas
nuevas de ES y VS.

Recordatorio: el tiempo transcurrido entre
la primera colocacion de los embriones

en la solucion VS (VS1) y la inmersion en
nitrégeno liquido no debe exceder el tiempo
que se ha determinado como 6ptimo para
el procedimiento y no debe ser mayor de
110 segundos (ver #9 arriba).

Almacenamiento en nitrégeno liquido:
(todos estos procedimientos deben realizarse
con la muestra vitrificada completamente
sumergida en nitrégeno liquido para evitar

un calentamiento inadvertido). Transferir la
muestra vitrificada en un criotubo o copa
etiquetados de manera apropiada, adosados a
una criocaiia con otra copa invertida sobre la
parte superior a modo de tapa, y transferir la
criocafa a un tanque de almacenamiento con
nitrégeno liquido.

B. Procedimiento con grandes volimenes
de solucidn en platos con 4 multipocillos

Nota: debe tenerse cuidado de evitar cualquier
tipo de contaminacion (por ej. microbiana, de
paciente, etc.) cuando se utilizan los platos
con 4 multipocillos.

1. Llenar el reservorio con nitrégeno liquido
hasta lograr una profundidad suficiente
€Omo para sumergir un criotubo o una
copa en una criocafa y colocarlo cerca
del microscopio. Adosar un criotubo o
copa a la parte inferior de la criocana y
sumergirla en el nitrégeno liquido en pre-
paracion para el almacenamiento de los
especimenes vitrificados.

2. Determinar la cantidad de embriones que
se va a vitrificar.

o

3. FEtiquetar cada plato multipacillo y disposi-
tivo de traslado o0 almacenamiento que se
vaya a utilizar con la informacion necesa-
ria.

4. Asegurarse de que el contenido de cada
via de soluciones ES y VS esté bien
mezclado invirtiéndolo varias veces con
cuidado antes de usarlo.

5. Preparar un multipocillo con 1 ml de ES
en el pocillo 1y 1 ml de VS en el pocillo 2
(ver Fig. 2, adelante).

6. (Quitar el plato de cultivo con los embrio-
nes de la incubadora y verificar la calidad
de los embriones. Siempre que sea
posible, utilizar inicamente los embrio-
nes expandidos de mejor calidad para la
vitrificacion.

Fig. 2

Pocillo 1 Pocillo 2
ES VS

1mi 1ml

5215 min. Cargar dispositivo de
traslado dentro
de los 90 a 110 seg.
REFERENCIA:
ES= Solucién para equilibrio
(Equilibration Solution)
Vs= Solucion para vitrificacion

(Vitrification Solution)

=B Transferir embrion al siguiente pocillo
(transfer embryo to next well)

7. Transferir los embriones con cuidado (no
mas de dos por cada procedimiento) con
un volumen minimo de medio de cultivo
a la parte superior del pocillo 1 con ES e
iniciar el cronémetro. Dejar que el embrion
se equilibre en la ES mientras cae entre 5
y 15 minutos. Los embriones se encogen
y se vuelven a expandir gradualmente a

su tamafio original, lo que indica que se
ha alcanzado el equilibrio.

8. Después de alcanzar el equilibrio en la
ES, colocar un poco de ES en la pipeta de
transferencia y transferir los embrio-nes
con un volumen minimo del pocillo de ES
en el medio del pocillo de VS.

9. Mover los embriones con cuidado en la VS
durante 20 a 30 segundos para mezclar-
los completamente con la solucidn VS.

10. Para el procedimiento de vitrificacion,
seguir las instrucciones que trae el dis-
positivo de traslado a utilizar. Transferir
los blastocitos con cuidado en < 1 pl de
solucion VS al dispositivo de vitrificacion y
sequir las Instrucciones de uso que trae el
dispositivo de traslado.

. Sivan a vitrificarse més embriones, repe-
tir los pasos 7 a 11 anteriores con gotas
nuevas de ES y VS.

Cada laboratorio determinara los detalles
particulares de lo que se utilizara para
cada intervencion en particular.

Existe més informacion sobre aspectos
especificos de la FIV, el cultivo de embriones y
la criopreservacion en nuestro catalogo de
productos.

ALMACENAJE Y ESTABILIDAD

Mantener los envases sin abrir y refrigerados a
una temperatura de entre 2 y 8 °C. Calentar

a temperatura ambiente (20 a 25 °C) antes de
utilizar. No congelar ni exponer a temperaturas
superiores a 39 °C. Los productos permanecen
estables hasta la fecha de caducidad que figura
en la etiqueta.

1. Retirar el volumen de producto necesario uti-
lizando un procedimiento aséptico. Una via
contiene el volumen de solucion suficiente
para un solo uso.

2. Una vez retirado, no devolver producto
al envase original. Desechar el producto
remanente.

3. No utilizar el producto si se vuelve des-
co-lorido o turbio, o si presenta signos de
contaminacién microbiana.
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si desea recibir un ejemplar de nuestro catélogo.
Para preguntas técnicas, o para ponerse en
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SAGE Media”

SAGE™ Vitrification Kit

(Kit de Vitrificagao)

Apenas para processos laboratoriais;

outras utilizacdes devem ser qualificadas
pelo utilizador final.

Tamanho
da unidade

1x2ml
1x2ml

Descrigao do REF2
produto Nimero

Equilibration Solution ART-8025-A
Vitrification Solution  ART-8025-B

UTILIZAGAO PREVISTA

Estes produtos destinam-se a congelacao

e contencdo ultra-rapidas de embrides
humanos (zigotos pronucleares até embrides
na fase clivagem ao dia 3 e embrides na
fase de blastocisto) em procedimentos de
PMA. Este kit foi concebido para ser utilizado
em conjunto com o Vitrification Warming Kit
(ART-8030) da SAGE™ para o0 aquecimento e
recuperacdo de amostras.

DESCRIGAO DO PRODUTO

A Equilibration Solution (ART-8025-A) é uma
solug@o tamponada com MOPS de HTF modi-
ficado contendo aminoécidos néo essenciais
€ essenciais, sulfato de gentamicina (10
mg/l), 7,5% (v/v) de DMSO e etilenoglicol, e
albumina sérica humana a 12 mg/ml.

A Vitrification Solution (ART-8025-B) é uma
solugao tamponada com MOPS de HTF modi-
ficado contendo aminoacidos ndo essenciais
e essenciais, sulfato de gentamicina (10
mg/l), 15% (v/v) de DMSO e etilenoglicol,
albumina sérica humana a 12 mg/ml e saca-
rose a 0,6 M.

Este produto contém 10 mg/I de gentamicina,
um antibiético aminoglicosidico.

MATERIAIS FORNECIDOS

NO VITRIFICATION KIT

1 frasco de 2 ml de Equilibration Solution (REF
# ART-8025-A)

1 frasco de 2 ml de Vitrification Solution (REF
# ART-8025-B)

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS
Adverténcia: Desconhece-se a seguranca a
longo prazo da vitrificagdo de embrido(es)
resultante(s) deste procedimento.

Cuidado: A seguranca e eficacia da vitrificacdo
ndo foram ainda inteiramente avaliadas em
embrifes humanos que ndo tenham ainda
atingido a fase de blastocisto do desenvolvi-
mento. Até & data, registaram-se nados-vivos
a partir de embrides na fase de clivagem
vitrificados ao dia 3 do desenvolvimento (Desai
et al., 2007) e estabeleceram-se gravidezes
clinicas a partir de zigotos vitrificados (Selman
& El-Danasouri, 2002).

Cuidado: 0 utilizador deve ler e compreender
as Instrucdes de Utilizacéo, Precaucdes e
Adverténcias, e ter formac&o para o procedi-
mento correcto antes de utilizar o Vitrification
Kit e Vitrification Warming Kit para a vitrifica-
¢éo de embrifes humanos.

Cuidado: Utilize um dispositivo de armaze-
namento comercializado legalmente, indicado
para utilizagdo em procedimentos de vitri-
ficacéo de embrides. Utilize um sistema de
armazenamento fechado para prevenir o risco
potencial de contaminagéo viral e no utilize
sistemas de armazenamento abertos nos quais
a amostra entre em contacto directo com o
azoto liquido. A velocidade de arrefecimento
no dispositivo de armazenamento deve ser
entre 0s 1.800 a 20.000 °C/min (Camus et

al., 2006).

0 componente de Equilibration Solution (ART-
8025-A) deste kit contém albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

0 componente de Vitrification Solution (ART-
8025-B) deste kit contém albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

Cuidado: Todos os produtos sanguineos
devem ser tratados como potencialmente
infecciosos. O material de origem a partir do
qual este produto foi derivado teve um resul-
tado negativo no teste de anticorpos de HIV-1/
HIV-2, HCV e nao reactivo para HBsAg, RNA de
HCV e RNA de HIV-1. Nenhum método de teste
pode oferecer garantias de que os produtos
derivados a partir do sangue humano néo irdo
transmitir agentes infecciosos. Os dadores do
material de origem foram testados para deter-
minar a presenca da doenca de Creutzfeldt-
Jakob (CJD). Com base nos testes efectivos
dos dadores e nos processos de fabrico do
produto, o risco de transmissdo de doencas
virais é extremamente remoto. O risco teérico
de transmisséo da CJD também € considerado
extremamente remoto. N&o foram identificados
casos de transmissdo de doencas virais ou da
CJD através da albumina.

Manuseie todo o material de origem humana
como sendo capaz de transmitir infeccdes,
utilizando precaucdes universais.

As medidas padrdo para prevenir infeccoes
resultantes do uso de produtos médicos pre-
parados a partir de sangue ou plasma humano
incluem a selecgdo dos dadores, rastreio

das doacbes individuais e agrupamentos de
plasma quanto a marcadores especificos de
infeccéo, bem como a inclusdo de etapas de
fabrico eficazes na inactivagéo/remogéo de
virus. Apesar disto, quando se administram
produtos médicos preparados a partir de san-
gue ou plasma humano, ndo pode excluir-se
completamente a possibilidade de transmisséo
de agentes infecciosos. Isto também se aplica
a virus desconhecidos ou emergentes e a
outros agentes patogénicos. Nao ha registos
de transmissdes de virus comprovadas com
albumina fabricada em conformidade com as
especificagdes da Farmacopeia Europeia, por
processos estabelecidos.

Utilizacéo tnica: Para evitar problemas de
contaminagao, manuseie recorrendo a técnicas
assépticas e deite fora qualquer excesso de
produto que fique na garrafa ou frasco depois
de completar o procedimento.

0s meios de reproducdo sdo descartveis.

A reutilizacdo de meios de reproducéo pode
resultar no uso de um produto com o prazo
de validade expirado ou aumentar o risco de
contaminagéo microbiana num procedimento
subsequente se o especialista ndo recorrer as
técnicas assépticas adequadas.

A utilizaco de um produto com o prazo de
validade expirado ou contaminacdo microbiana
pode resultar em condigdes subéptimas para
promover a fertilizacdo e/ou a qualidade

do embrido durante a cultura in vitro. Estas
condicdes podem impedir que o embrido se
desenvolva normalmente ou se implante,
correndo-se o risco de um procedimento de
reproducdo assistida falhado.

Nota: Embrido é considerado um termo gené-
rico. Mais precisamente, a SAGE™ considera
0 periodo de tempo que tem inicio quando

a fuséo do genoma feminino e do genoma
masculino cria uma Unica célula diplide:
resultando na formagéo do zigoto com o
posterior desenvolvimento a partir de repetidas
divisdes mitéticas formando uma massa sélida
ou morula (normalmente no dia 4-5) e ap6s

a qual se desenvolve uma cavidade cheia de
fluido resultando na formagéo de blastocisto
(normalmente no dia 5-6) que termina com a
implantacéo do embrigo que comega no final
da primeira semana e esta completa no final
da segunda semana ap6s a concepgao.

Cuidado: As leis federais dos EUA restringem
a venda deste meio sem ser por um médico
ou por ordem de um médico ou de um profis-
sional com formag@o para o respectivo uso.

Este produto contém o antibiético sulfato de
gentamicina. Devem tomar-se as precaucdes
apropriadas para garantir que a doente ndo é
sensivel a este antibiético.

GARANTIA DE QUALIDADE

As solugdes deste kit sao filtradas através de
membrana e processadas assepticamente de
acordo com procedimentos das actuais BPF,
que foram validados para cumprir um nivel de
garantia de esterilidade (SAL) de 10-3.

MEA de uma célula testado e aprovado, com taxa
de blastocistos de 80% ou superior. Endotoxina
USP testada e aprovada com <1 UE/ml.

Existe um Certificado de Andlise para este
produto.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO

INCLUIDOS

* Placas de Petri Estéreis (50 x 9 mm, Falcon
351006 ou equivalente) ou multiplacas de
4 pogos (pocos de 1 ml, Nunc 176740 ou
equivalente)

* Criotubos ou copos e crio-varetas
o Luvas descartaveis

 Pipetas de transferéncia (pipetas de vidro
soprado ou pontas de micropipeta com um
didmetro interno da ponta da ~200 pm)

® Pincas
o Temporizador ou crondmetro

* Reservatdrio de Azoto Liquido (recipiente
Dewar ou de Esferovite com tampa, volume
de 1-21)

e Azoto Liquido (volume suficiente para atingir
uma profundidade de 15,24 cm (6 polega-
das) no reservatorio)

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

0s componentes do SAGE™ Vitrification Kit
necessarios para um procedimento de vitri-
ficagdo de embrides (méximo de 2 embrides
por procedimento) s&o os seguintes:

Equilibration Solution (ES): 20 pla 1 ml
Vitrification Solution (VS): 80 pla 1 ml

Consulte as instrucdes especificas relativas
o dispositivo de transporte e contencao a ser
utilizados.

PROTOCOLO DE VITRIFICAGAO:
0 procedimento de vitrificacdo deve ser efec-
tuado & temperatura ambiente (20-25 °C).

Nao utilize uma platina de microscopio aqueci-
da para os procedimentos seguintes. Minimize
a exposicao das amostras a luz durante
a incubacdo nas Equilibration Solution e
Vitrification Solutions. Antes da utilizagéo deixe
as solugdes atingirem a temperatura ambiente.

A: Procedimento utilizando volumes de
microgota de solugdes

1. Encha o reservatdrio de azoto liquido
com azoto liquido a uma profundidade
suficiente para mergulhar um criotubo ou
copo numa criovareta e coloque junto ao
microscopio. Prenda um criotubo ou copo
a base da criovareta e mergulhe no azoto
liquido em preparagéo para o armazena-
mento das amostras vitrificadas.

2. Determine o nimero de embries a vitrifi-
car.

3. Rotule cada placa de Petri e dispositivo de
transporte/armazenamento a ser utilizados
com as informagdes necessarias.

4. Certifique-se de que o contetdo de cada
frasco das Solugdes de ES e VS fica bem
misturado por inversédo suave vérias vezes
antes da utilizagéo.

5. Prepare uma tampa invertida de uma placa
de Petri dispensando assepticamente uma
gota de 20 pl de ES na tampa (consulte a
Figura 1, do lado direito).

6. Retire a placa de cultura com o(s)
embrido(6es) da incubadora e verifique
a qualidade dos embrides. Sempre que
possivel, utilize apenas o(s) embrido(Ges)
expandido(s) de melhor qualidade para a
vitrificagéo.

7. Transfira cuidadosamente o(s) embrido(des)
(ndo mais de dois por procedimento) com
um volume minimo de meio de cultura
para o topo da gota de ES e inicie o tem-
porizador. Deixe o blastocisto equilibrar na
gota de ES durante a queda livre, durante
5 a 15 minutos. O(s) embrido(6es) ira(ao)
encolher e em seguida voltar a expandir
gradualmente para o seu tamanho original,
indicando que a equilibragdo esta comple-
ta.

8. Durante o tempo de equilibracdo em ES,
prepare 4 x 20 pl de VS conforme ilustrado
na Fig. 1.

9. 0s passos seguintes devem ser concluidos
em 90-110 segundos.

10. Apds a equilibragdo em ES estar completa,
recolha alguma ES para a pipeta de trans-
feréncia e transfira o(s) embrido(Ges) com
um volume minimo da gota de ES para o
centro da primeira gota de VS (VS1) duran-
te 5 segundos.

. Transfira rapidamente o(s) embrido(0es)
da primeira gota de VS para o centro
da segunda gota de VS (VS2) durante 5
segundos.
12. Em seguida, transfira o(s) embrido(Ges) da
VS2 para o centro da terceira gota de VS
(VS3) durante 10 segundos.

13. Por Ultimo, transfira o(s) embrido(6es) da VS3
para a base da quarta gota de VS (VS4).

14. Para o procedimento de vitrificagéo, siga
as instrucdes que acompanham o disposi-
tivo de transporte a ser utilizado. Transfira
cuidadosamente o(s) embrido(oes) em < 1
ul de solucdo VS da gota VS4 para o dispo-
sitivo de vitrificagéo a ser utilizado e pros-
siga conforme as instrucdes, utilizando as
Instrucdes de Utilizagdo que acompanham
o dispositivo de transporte a ser utilizado.

Fig. 1

5-15 min.
T

Gotas de 20 pl

ES= Solugdo de equilibracao (Equilibration Solution)
Vs= Solugdo de vitrificacdo (Vitrification Solution)
= transferir o embrido para a gota seguinte
(transfer embryo to next drop)
T= Topo da gota (Top of drop)
= Centro da gota (Center of drop)
Base da gota (Bottom of dro

15. Caso haja mais embrides a ser vitrificados,
repita os passos 4 a 14 acima, utilizando
gotas frescas de ES e VS.

Lembre-se: A quantidade de tempo entre

a primeira colocacéo do(s) embrido(des)
na solucéo VS (VS1) e a imerséo no azoto
liquido ndo deve ultrapassar o tempo que
determinou ser o 6ptimo para este procedi-
mento e certamente nao deve ser mais de
110 segundos (consulte o n.° 9 acima).

Armazenamento em azoto liquido: (todos estes
procedimentos devem ser efectuados com a
amostra vitrificada inteiramente mergulhada
em azoto liquido para prevenir qualquer ague-
cimento inadvertido). Transfira a amostra vitri-
ficada para um criotubo ou copo adequada-
mente rotulado, fixado & criovareta com outro
copo invertido sobre o topo para funcionar
como tampa, e transfira a criovareta para um
tanque de armazenamento de azoto liquido.

B. Procedimento utilizando volumes
maiores de solucéo, numa multiplaca de

4 pocos

Nota: Deve ter-se o cuidado de evitar qualquer
contaminacdo (por ex. microbiana, de doentes,
etc.) ao utilizar placas de 4 pogos.

1. Encha o reservatorio de azoto liquido com
azoto liquido a uma profundidade suficien-
te para mergulhar um criotubo ou copo
numa criovareta e coloque junto ao micros-
cdpio. Prenda um criotubo ou copo a base
da criovareta e mergulhe no azoto liquido
em preparacao para 0 armazenamento das
amostras vitrificadas.

2. Determine o niimero de embrides a vitrificar.

3. Rotule cada multiplaca e dispositivo de
transporte/armazenamento a ser utilizados
com as informagdes necessarias.

4. Certifique-se de que o contetido de cada
frasco das Solugdes de ES e VS fica bem
misturado por inversao suave varias vezes
antes da utilizagdo.

5. Prepare uma multiplaca dispensando
assepticamente 1 ml de ES no Pogo 1 e
1 ml de VS no Poco 2 (consulte a Fig. 2, a
seguir).

Fig. 2
-15 mi C: disposit
515 min e transporte entro
de 90-110 seg

LEGENDA:

ES= Solugdo de equilibragdo
(Equilibration Solution)

Vs= Solugdo de vitrificagdo
(Vitrification Solution)

> transferir o embrido para o pogo sequinte
transfer embryo to next well)l

6. Retire a placa de cultura com o(s)
embrido(0es) da incubadora e verifique
a qualidade dos embrides. Sempre que
possivel, utilize apenas os embrides
expandidos de melhor qualidade para a
vitrificacéo.

7. Transfira cuidadosamente o(s)
embrido(Ges) (ndo mais de dois por
procedimento) com um volume minimo
de meio de cultura para o topo do Pogo 1
contendo ES e inicie o temporizador. Deixe
0(s) embrido(Ges) equilibrar na ES durante
a queda livre, durante 5 a 15 minutos. 0(s)
embrido(0es) ira(@o) encolher e em seguida
voltar a expandir gradualmente para o seu
tamanho original, indicando que a equili-
bragéo estd completa.

8. Depois de a equilibragéo na ES estar
concluida, colha alguma ES na pipeta de
transferéncia e transfira o(s) embrido(oes)
com um volume minimo do pogo de ES
para o centro do poco de VS.

9. Agite suavemente o(s) embrido(des) na VS
durante 20-30 segundos para o(s) misturar
minuciosamente com a solugéo VS.

10. Para o procedimento de vitrificagéo, siga
as instrucdes que acompanham o disposi-
tivo de transporte a ser utilizado. Transfira
cuidadosamente 0(s) blasto-cisto(s) em
< 1 pl de solugdo VS para o dispositivo
de vitrificacéo a ser utilizado e prossiga
conforme as instrucées, utilizando as
Instrucdes de Utilizagéo que acompanham
o dispositivo de transporte a ser utilizado.

. Caso haja mais embrides a ser vitrificados,
repita os passos 7 a 11 imediatamente
acima, utilizando solucdes frescas de ES e
VS.

Cada laboratdrio deve decidir por si quais
os detalhes particulares a utilizar para
cada procedimento especifico.

A informagao sobre aspectos especificos de
FIV, cultura de embrides e criopreservacéo
esta disponivel no nosso Catélogo de Produtos.

INSTRUGOES PARA ARMAZENAMENTO E
ESTABILIDADE

Armazene os recipientes ndo abertos em
locais com temperaturas entre 2 °C e 8 °C.
Aqueca a temperatura ambiente (20-25 °C)
antes de utilizar. Nao congele nem exponha a
temperaturas superiores a 39 °C. Os produtos
sdo estaveis até ao prazo de validade indicado
na etiqueta.

1. Remova o volume de produto necessario
com métodos assépticos. Um frasco con-
tém um volume de solucéo adequado para
uma Unica utilizagéo.

. Depois de remover, néo reponha qualquer
volume do produto no recipiente original.
Elimine o produto restante.

3. Néo utilize o produto se ficar despigmen-ta-
do, baco, turvo ou se apresentar qualquer
sinal de contaminagéo microbiana.
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Cesky
SAGE Media”

SAGE™ Vitrification Kit

(Sada pro vitrifikaci)

Pouze pro laboratorni uéely. Jiné pouziti

musi byt schvaleno koncovym uZivatelem.

REF Velikost
¢islo j
ART-8025-A
ART-8025-B

Popis produktu
Equilibration Solution
Vitrification Solution

1x2ml
1x2ml

POUZITI:

Tyto produkty jsou urceny pro velmi rychlé
zmrazeni a zachyceni lidskych embryi (zygoty

v pronuklearnim stadiu az embrya ve stadiu
ryhovani v den 3 a embrya ve stadiu blastocy-
sty) u procedur v oblasti asistované reprodukce.
Sada musi byt pouZita ve spojeni se sadou
SAGE™ Vitrification Warming Kit (ART-8030)
pro zahrati a obnoveni vzorku.

POPIS PRODUKTU

Equilibration Solution (ART-8025-A) je roztok
modifikované HTF pufrovany MOPS, ktery
obsahuje neesencialni a esencidlni aminoky-
seliny, gentamicin sulfat (10 mg/1), 7,5% (v/v)
dimethylsulfoxid (DMSO0) a ethylenglykol a

12 mg/ml lidského sérového albuminu.

Vitrification Solution (ART-8025-B) je roztok
modifikované HTF pufrovany MOPS, ktery
obsahuje neesencialni a esencialni amino-
kyseliny, gentamicin sulfét (10 mg/1), 15%
(v/v) dimethylsulfoxid (DMSO) a ethylenglykol,
12 mg/ml lidského sérového albuminu a 0,6
M sachardzy.

Tento produkt obsahuje 10 mg/I gentamicinu,
coZ je aminoglykosidické antibiotikum.

MATERIALY DODANE V RAMCI
VITRIFIKACNi SADY

Equilibration Solution, 1 x ampulka, 2 ml
(REF # ART-8025-A)

Vitrification Solution, 1 x ampulka, 2 ml
(REF # ART-8025-B)

BEZPECNOSTNi OPATRENI A VAROVANi
Varovani: Dlouhodoba bezpecnost vitrifikace
embrya (embryi) u déti narozenych timto
postupem neni znama.

Pozor: Bezpecnost a Gcinnost vitrifikace u lid-
skych embryi, které dosud nedosahly vyvojové
faze blastocysty, nebyly piné vyhodnoceny. K
dnesnimu dni byly byly hlaSeny pripady Zivé
narozenych déti z embryi ve stadiu ryhovani,
které byly vitrifikovany ve vyvojovy den 2
(Desai et al., 2007) a doslo ke Klinickym tého-
tenstvim z vitrifikovanych zygotil (Selman &
El-Danasouri, 2002).

Pozor:Uzivatelé si pred pouzitim sad
Vitrification Kit a Vitrification Warming Kit

pro vitrifikaci lidskych embryi musi precist a
porozumét navodu k pouziti, bezpec¢nostnim
opatfenim a varovanim, a musi byt proskoleni
0 spravnych postupech.

Pozor: Pouzivejte legalné prodavand tlozna
zafizeni ur€end pro poufZiti u vitrifikace embryi.
PouZivejte uzaviené Ulozné systémy, aby se
zabranilo potencidlnimu riziku virové kontami-
nace, nepouzivejte oteviené dlozné systémy, ve
kterych vzorek prichazi do primého kontaktu

s kapalnym dusikem. Rychlost chlazeni Glozné-
ho zafizeni musi byt mezi 1 800 az 20 000 °C/
minutu (Camus et al., 2006).

Slozka Equilibration Solution (ART-8025-A) v
této sadé obsahuje 12 mg/ml lidského sérového
albuminu.

Slozka Vitrification Solution (ART-8025-B) v této
sadé obsahuje 12 mg/ml lidského sérového
albuminu.

Pozor: Se vSemi krevnimi produkty je nutné
manipulovat jako s potencialné infekénimi.
Vychozi material, ze kterého byl tento produkt
odvozen, byl pfi testovani na protilatky na
HIV-1/HIV-2, HCV shledan negativnim a nere-
aktivnim na HbsAg, HCV RNA a HIV-1 RNA.
Z4adné znamé testovaci metody véak nemohou
poskytnout zaruku, Ze produkty ziskané

z lidské krve neprenaseji infekéni latky. Darci
zdrojového materidlu také prosli screeningem
ohledné rizika vystaveni Creutzfeldt-Jakobové
nemoci (CJD). Na zakladé ucinného screeningu
darce a vyrobnich proces je riziko pfenosu
virovych onemocnéni velmi malé. Teoretické
riziko prenosu CJD je také povazovéano za
velmi malé. U albuminu nebyly nikdy zjistény
Zadné pripady prenosu virovych onemocnéni
nebo CJD.

S veskerym materialem lidského ptivodu
nakladejte tak, jako kdyby byl schopen preno-
su infekce, dodrzujte univerzalni bezpecnostni
opatfeni.

Standardni opatfeni zabranujici pfenosu
infekce v souvislosti s pouzivanim Ié€ivych pfi-
pravk vyrobenych z lidské krve nebo plazmy
zahrnuji peclivy vybér darc(, testovani jednot-
livych odbérd krve a plazmatickych pooli na
specifické ukazatele infekce a Ucinné vyrobni
kroky, pfi nichz jsou inaktivovany nebo odstra-
nény viry. Pfes vechna tato opatfeni nelze pfi
podavani 1€kl vyrabénych z lidské krve nebo
plazmy moZnost pfenosu infekénich latek zcela
vylougit. To plati i pro jakékoli nezndmé nebo
vznikajici viry a jiné patogeny. Nejsou hlaseny
Zadné znamé pripady prokazanych virovych
prenosti albuminem vyrobenym stanovenymi
postupy podle specifikaci Evropského Iékopisu.

Jednorazoveé pouziti: Aby se predeslo problé-
mim kontaminace pouZivejte aseptické metody a
Zlikvidujte veskery nadbytecny produkt, ktery po
procedufe zlistane v lahvi nebo ampulce.

Reprodukéni média jsou uréena pouze k jed-
norazovému pouziti. Opakovanym pouzitim
reprodukéniho média miize dojit k pouziti
produktu po jeho oznateném datu expirace
nebo zvyseni rizika mikrobialni kontaminace
v nasledném postupu v pfipadé, Ze zdravotnik
nepouzije odpovidajici aseptické techniky.

Pouziti produktu po datu expirace nebo mik-
robiaing znecisténého produktu miize mit za
nasledek nedostatecné optimalni podminky pro
podporu oplodnéni a/nebo kvalitu embrya v
pribéhu in-vitro kultivace. Tyto podminky mohou
vést ke Spatnému rozvoji nebo uchyceni embrya,
c0z miZe vést k selhani asistované reprodukce.

Poznamka: Embryo je povazovano za obecny
vyraz. Pfesnéji feeno, SAGE ™ bere v (ivahu
Uvodni dobu, kdy z fiize muZského a Zen-
ského genomu vznikd jedind diploidni burika
vedouci k tvorbé zygoty a naslednému rozvoji
z opakovanych mitotickych déleni, které tvori
konzistentni strukturu nebo morulu (obvykle
den 4-5), a po kterém se vytvari dutiny napl-
néné tekutinou, coz vede k tvorbé blastocysty
(obvykle 5-6 dnti) konCici implantaci embrya,
kterd zaCina na konci prvniho tydne a je
dokoncena na konci druhého tydne po poceti.

Pozor: Federalni zakony Spojenych statli
americkych omezuiji prodej tohoto prostiedku
pouze na |ékare proskoleného v jeho pouZivani
(nebo licencovaného zdravotnika), nebo na
jeho predpis.

Tento produkt obsahuje antibiotikum gen-
tamicin sulfat. Provedte prislusna opatieni
pro zajisténi toho, aby pacient nebyl na toto
antibiotikum citlivy.

ZAJISTENI KVALITY

Roztoky v této soupravé jsou filtrovany pres
membranu a jsou asepticky zpracovany podle
postupl cGMP, u kterych bylo ovéfeno, Ze spl-
fuji Groven zajisténi sterility (SAL) 1073,

Testovano jednobunéénym embryem laborator-
ni mysi, prolo s vysledkem blastocysty 80 %
nebo vyssi. Testovan USP endotoxin s vysled-
kem <1 EU/ml.

Pro tento produkt je k dispozici certifikat
analyzy.

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi

SOUCASTI DODAVKY

o Sterilni Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon
351006 nebo ekvivalent) nebo 4jamko
vé misky (1ml jamky, Nunc 176740

nebo ekvivalent)

e Kryogenni zkumavky nebo poharky a drza-
ky na kryogenni nadoby

o Jednorazové rukavice

e Pfenosové pipety (hroty pipet z tazeného
skla nebo mikropipety s hrotem o vnitfnim
priméru ~ 200 pm)

* Pinzety

o Casovat nebo stopky

e Nadoba na kapalny dusik (Dewarova nado-
ba nebo polystyrenova nadoba s vikem,
objem 1-2 1)

e Kapalny dusik (dostate¢né mnozstvi pro
dosazeni 15cm hloubky v nadobé)

NAVOD K POUZITI

Slozky sady SAGE™ Vitrification Kit potfebné
pro jeden proces vitrifikace embrya (maximal-
né 2 embrya na proces) jsou:

Equilibration Solution (ES): 20 pl az 1 ml
Vitrification Solution (VS): 80 pl az 1 ml

Viz konkrétni pokyny tykajici se pouzivani nosi-
¢e a zafizeni pro zachyceni.

PROTOKOL VITRIFIKACE:

Vitrifikace se musi provadét pfi pokojové tep-
loté (20-25 °C).

Pro nasledujici postupy nepouzivejte vyhfivany
stolek mikroskopu. V priibéhu inkubace ve
vitrifikacnim a vyrovnavacim roztoku minima-
lizujte vystaveni vzork( svétlu. Pfed pouzitim
roztoky vytemperujte na pokojovou teplotu.

A. Metoda s pouzitim mikrokapek roztoku

1. Néadrz na kapalny dusik napliite kapalnym
dusikem do dostatecné hloubky, aby bylo
mozno ponofit kryogenni zkumavku nebo
pohérek na drzaku pro kryogenni nadoby
a umistéte ji do blizkosti mikroskopu.
Pfipevnéte kryogenni zkumavku nebo
pohérek ke spodni ¢ésti drzaku na kryo-
genni nadoby a v ramci

ji ponoite do kapalného dusiku.

2. Stanovte pocet embryi, ktery chcete vitrifi-
kovat.

3. Na kaZdou sterilni Petriho misku a nosic /
lilozné zarizeni, které budou pouzity, nalep-
te Stitek nezbytnymi tdaji.

4. Pred pouzitim nékolikrat opatrné obratte
ampulky s roztoky ES a VS, abyste zajistili
dobré promichani obsahu.

5. Pripravte obracené vitko Petriho misky
aseptickym kapnutim jedné kapky ES o
objemu 20 pl na vicko (viz obrézek 1 vpra-
V0).

6. Vyndejte kultivacni misku s embryem
(embryi) z inkubétoru a zkontrolujte kvalitu
embryi. Kdykoli je to mozné, pouZivejte
pro vitrifikaci pouze nejkvalitnéji rozsifend
embrya.

7. Opatrné premistéte embryo (embrya)

(ne vice nez dvé v jedné procedure)

s minimélnim mnozstvim kultivacniho

média do horni ¢asti kapky ES, a spustte
CGasovac. Nechte blastocysty, aby v priibéhu
volného padu v kapce ES po dobu 5 az 15
minut dosahly rovnovézného stavu. Embryo
(embrya) se zmensi a potom postupné znovu
rozsifi do své plivodni velikosti, coz bude
naznacovat, Ze dosazeni rovnovazného stavu
je kompletni.

8. V pribéhu stavu vyrovnavani v ES pripravte
4 x 20 pl kapky roztoku VS, jak je ukdzéno
naobr. 1.

9. Nasledujici kroky musi byt provedeny za
90-110 sekund.

10. Po dosazeni rovnovazného stavu v roztoku
ES natahnéte cast roztoku ES do prenosové
pipety a na 5 sekund preneste embryo
(embrya) s minimalnim objemem z kapky
roztoku ES do stfedu prvni kapky roztoku VS
(VS1).

11. Na dobu 5 sekund rychle preneste embryo
(embrya) z prvni kapky roztoku VS do stfe-
du druhé kapky roztoku VS (VS2).

12. Nasledné na dobu 10 sekund preneste
embryo (embrya) z VS2 do stiedu treti
kapky roztoku VS (VS3).

13. Nakonec preneste embryo (embrya) z VS3
do spodni ¢asti Gtvrté kapky roztoku VS
(VS4).

14. U procesu vitrifikace postupuijte podie poky-

nti uvedenych pro nosic, ktery chcete pouzit.

Z kapky VS4 opatrné preneste embryo
(embrya) v < 1 pl roztoku VS do vitrifikacni-
ho zafizeni, které chcete pouZit, postupujte
podle pokynti uvedenych v ndvodu k pouZiti
pro nosic, ktery chcete pouzit.

Obr. 1
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T
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ES= Equilibration Solution (vyrovnavaci roztok)
VS= Vitrification Solution (vitrifikacni roztok)
= prenos embrya do dalsi kapky
= horni &ést kapky
stfed kapky
spodni st kapk

15. Pokud bude vitrifikovano vice embryi, zopa-
kujte za pouZiti novych kapek roztoki ES a
V'S vySe uvedené kroky 4 az 14.

Nezapomeiite: Doba mezi prvnim umisté-
nim embrya (embryi) do roztoku VS (VS1) a
ponoienim do kapalného dusiku by neméla
presahnout dobu, kterou jste pro tento
postup stanovili jako optimaini, zcela jisté
by neméla byt del$i nez 110 sekund (viz
vySe uvedeny bod 9).

Uchovéavani v kapalném dusiku: (vSechny
tyto Cinnosti musi byt provedeny s vitrifikova-
nym vzorkem zcela ponofenym do kapalného
dusiku, aby se zabranilo ndhodnému zahfati).
Preneste vitrifikovany vzorek do vhodné
oznacené kryogenni zkumavky nebo poharku
pripevnénému k drzaku na kryogenni nadoby,
na kterém je umistén dalsi poharek, ktery je
obréceny vzhtiru nohama, aby plisobil jako
vicko, drzak preneste do UloZisté s kapalnym
dusikem.

B. Postup pouzivajici vétSi objemy roztoku
v 4jamkovych destickach

Poznamka: Pri pouziti 4jamkovych misek
musite dbat zvySené opatrnosti, abyste zabra-
nili jakékoli kontaminaci (napf. mikrobiaini,
pacientem atd.).

1. NadrZ na kapalny dusik napliite do dosta-
tecné hloubky, aby bylo mozno ponorit
kryogenni zkumavku nebo poharek na
drZzaku pro kryogenni nadoby a umistéte ji
do blizkosti mikroskopu. Umistéte kryogen-
ni zkumavku nebo poharek do spodni ¢asti
drZaku na kryogenni nadoby a ponofte ji
do kapalného dusiku, abyste ji pfipravily na
uchovavani vitrifikovanych vzork.

2. Stanovte pocet embryi, ktery chcete vitrifi-
kovat.

3. Na kazdou vicejamkovou desticku a nosi¢
/ GloZné zafizeni, které budou pouzity,
nalepte Stitek s nezbytnymi Gdaji.

4. Pred pouzitim nékolikrat opatrné obratte
ampulky s roztoky ES a VS, abyste zajistili
dobré promichani obsahu.

Obr. 2

Ay Load carrier device
515 min within 90-110 sec
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LEGENDA:

ES= Equilibration Solution
(vyrovnavaci roztok)

Vs= Vitrification Solution
(vitrifikacni roztok)

> prenos embrya do dali jamky

5. Pripravte vicejamkovou desticku kapnutim
1 ml roztoku ES do jamky 1 a 1 ml roztoku
VS do jamky 2 (viz nize uvedeny obr. 2).

6. Vyndejte kultivaéni misku s embryem
(embryi) z inkubatoru a zkontrolujte kvalitu
embryi. Kdykoli je to mozné, pouZivejte
pro vitrifikaci pouze nejkvalitnéji rozsifend
embrya.

7. Opatrné premistéte embryo (embrya) (ne
vice nez dvé v jedné procedure) s mini-
méalnim mnozstvim kultivaéniho média do
horni €ésti jamky 1 obsahujici roztok ES, a
spustte ¢asovac. Nechte embryo (embrya),
aby v priibéhu volného padu v roztoku ES
po dobu 5 az 15 minut doséhly rovnovaz-
ného stavu. Embryo (embrya) se zmensi
a potom postupné znovu rozsifi do své
plivodni velikosti, coZ bude naznacovat, ze
dosazeni rovnovazného stavu je kompletni.

8. Po dosazeni rovnovazného stavu v roztoku
ES natdhnéte ¢ast roztoku ES do preno-

sové pipety a preneste embryo (embrya)

s minimalnim objemem z jamky s rozto-

kem ES do stfedu jamky s roztokem VS.
9. Embryo (embrya) v roztoku VS mirnym

krouzenim trvajicim 20-30 sekund promi-

chejte, aby se s roztokem VS fadné spojilo.

10. U procesu vitrifikace postupujte podie
pokyn(i uvedenych pro nosic, ktery chcete
pouzit. Opatrné preneste blastocystu
(blastocysty) v < 1 pl roztoku VS do vit-
rifikacniho zafizeni, které chcete pouzit,
postupujte podle pokynd uvedenych
v navodu k pouziti pro nosi¢, ktery chcete
pouZzit.

. Pokud bude vitrifikovano vice embryi, zopa-
kujte vySe uvedené kroky 7 az 11, pouzijte
nové kapky roztokii ES a VS.

KaZda laboratof si musi stanovit vlastni

podrobnosti , které chce pouzit pro kazdy
jednotlivy postup.

1

jury

Informace o konkrétnich aspektech in vitro
fertilizace (IVF), kultury embrya a kryokonzer-
vaci jsou k dispozici v nasem produktovém
katalogu.

POKYNY PRO SKLADOVANI A STALOST
Neoteviené nadoby uchovavejte v lednici pri
teploté 2 °C az 8 °C. Pfed pouZitim vytem-
perujte na pokojovou teplotu (20-25 °C).
Nezmrazujte a nevystavujte teplotam vy$§im
nez 39 °C. Produkty jsou stabilni az do expi-
racni doby vyznacené na Stitku.

1. Aseptickymi postupy vyjméte pozadované
mnozstvi produktu. Jedna ampulka obsa-
huje dostatecné mnoZstvi roztoku pouze
pro jedno pouziti.

2. Po vyjmuti jiz do plivodni nadoby Zadny
produkt nevracejte. Zbyvajici produkt zli-
kvidujte.

3. Produkt nepouZivejte v pfipadé ztraty
zabarveni, zakaleni, nebo pokud vykazuje
jakékoli znamky mikrobidlni kontaminace.
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PRIBUZNE PRODUKTY
ART-8030 SAGE™ Vitrification Warming Kit

SAGE In Vitro Fertilization™ nabizi odbornikim
v oblasti reprodukéni mediciny ucelenou

fadu produktd. Pokud chcete ziskat konkrétni
informace nebo obdrZet nas aktualni katalogu,
zavolejte ndm nebo napiSte. Pokud méte
technické dotazy nebo chcete kontaktovat
nade oddéleni styku se zakazniky, volejte linku
podpory SAGE™.

Volejte linku podpory SAGE™:
V USA: (800) 243-2974
Mezinarodni: (203) 601-9818
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Asepticka technika sterilizace
Filtrovano pres membranu (hladina
zarucené sterilizace (SAL) 10'3)

POZOR:
Viz pokyny k pouZiti.
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Autorizovany zastupce pro
Evropskeé spolecenstvi.
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Produkt vyhovuje smérnici o
zdravotnich prostfedcich 93/42/EEC
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S
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Vyrobce

Federalni zakony Spojenych stati
americkych omezuiji prodej tohoto
prostiedku pouze na lékare (nebo
fadné licencovaného zdravotnika),
nebo na jeho predpis.
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SAGE Media™

SAGE™ Vitrification Kit

Tinbku Ans naGopaTopHux NpoLeayp;

iHWi BMAW BUKOPUCTAHHSA NOBUHHI OyTH
KBani(hikoBaHi KiHLLEBUM KOPUCTYBAYEM.

Onuc Bux. Poamipu
NPOAYKTY Homep Gnoky

Equilibration Solution ~ ART-8025-A 1x2mn
Vitrification Solution ~ ART-8025-B 1 x2mn

BUKOPUCTAHHS 3A MPU3HAYEHHAM

Lli npoZykTv npusHayeri Ans HapLBIWAKOro
3aMOPOXKYBAHHS | YTPMMAHHS NIOACLKIX EMOPIOHIB
(MpoHyKneyc 3uroT emGpioHiB Ha cTagji Apo6neHHs
Ha 3-11 JieHb | eMOpioHiB Ha cTagji GnacTouncTy)

B npouenypax [IPT. Lieit HaGip npusHaueHuit

NSt BUKOPUCTaHHs B KOMGiHaLii 3 HaGopom
SAGE™ Vitrification Warming Kit (ART-8030) 3
METOH0 HarpiBaHHs Ta BiJHOBIIEHHS 3pasKIB.

OMNC NPOAYKTY

Equilibration Solution (ART-8025-A) siBnsie co6oio
6GychepHuit pozunH MOPS mogvdikosaHoi Tpy6Hoi
pigvHn niogukm (HTF), o MicTUTb He3amikHi i
3aMiHHi aMIHOKUCNOTH, CyNb(har reHTamiLiHy
(10 mr/n), no 7,5 % ar. IMCO i eunenrnikonto, i
12 Mr/n cUpOBATKOBOrO anbGyMiHy NIOJUHM.

Vitrification Solution (ART-8025-B) sinsie co6oio
6ychepHuit pouuH MOPS MoavdikoBaHoi Tpy6HoT
piavHi mopykv (HTF), wo MICTUTb He3aMiHi 1 3aMit-
Hi amiHokvcnoTy, cynbdar resTamiuyty (10 mr/n), no
15 % Bar. IMCO i erunexrmikonto, 12 mr/n cuposar-
KOBOrO anbOymiHy MoavHu i 0,6 M caxaposu.

Y ubomy npoayKTi MicTuTbCs 10 MI/n reHTaMiLMHy
(amiHOrNIKO3NBHMI aHTMGIOTUK).

MATEPIA/IH, LLI0 BXOAAITb B VITRIFICATION KIT
1 x 2 mn dnakoH 3 Equilibration Solution (Bux. Ne
ART-8025-A)

1x 2 mn dnakon 3 Vitrification Solution (Bux. Ne
ART-8025-B)

3ACTEPEXXEHHS! M NONEPE/KEHHSA
lonepemKeHHs: BNMB BiTpUdhikaLii eMOpioHiB Ha
3[10POB'St HAPO/VKEHVX B PE3yNbTATi 3aCTOCYBAHHS
[IaHoi MpoLieAypU AiTeil B IOBrOCTPOKOBIi MepereK-
TUBI HE BUBYEHO.

06epexHo: Ge3neka Ta eeKTUBHICTb BiTpUiKaLyi
He 6yn1a NOBHICTIO OLiHEHa B MOACbKMX eMOpioHax,
SIKi L He 0CATMN Y CBOEMY PO3BUTKY CTapji
GnactouucTy. Ha cborogHiLUHil ieHb noBigomns-
€TbCA NPO XKNUBOHAPOIPKEHNX Bif CTALT APOBNEHHS
eMOpioHiB, BITPUAIKOBaHWX Ha 3-1 IeHb PO3BUTKY
(Desai et al., 2007) i kniKiuHi BariTHOCTI, ZocAr-
HYTi Ha OCHOBI BITPUChiKOBaHMX 3uroT (Selman &
El-Danasouri, 2002).

3acTepexeHHs:eM6pionor, W0 NpucTynae A0
BiTpUcpiKaLii eMGPIOHiB, NOBUHEH NpoYMTaTH i
3P03YMITI IHCTPYKLLiIO 3 BUKOPUCTaHHS, 3acTe-
PEXEHHA 11 nonepepKeHns i BianpaLosaTy
METOAuKY BUKopucTaHHs Habopis Vitrification Kit Ta
Vitrification Warming Kit.

0GepexHo: BUKOPUCTOBYIITE NIeranbHo NPoAABAHMI
TPUCTPIi ANt 36epiraHHs, MPU3HaYeHi Ans BUKO-
pUCTaHHs B npoLieaypax BiTpudikawii emopioHis.
[insi 3ano6iraHHs NOTEHLAHOrO PU3WKY BipyCHOrO
3aPaXKEHHS BUKOPUCTOBYIATE 3aKPUTY CvCTEMY
36epiraHHs. He BUKOPUCTOBYIATE BigKPUTI CUCTEMM
Ans 36epiraHHs, B AKUX 3pa3oK 3HAXOAUTHLCS B
6e3n0cepesHbOMY KOHTaKT 3 PiAK/M a30ToM.
LLIBMAKICTb OXONOMKEHHS B NPUCTPOI 36€piraHHs
noBuHKA 6y B Mexax Bia 1 800 o 20 000 °C/xs
(Camus et al., 2006).

Equilibration Solution (ART-8025-A) B faHomy Ha6opi
MICTUTb 12 MI/MA C1POBATKOBOTO aNlbGYMiHY SOAMHU.

Vitrification Solution (ART-8025-B) B saHomy Ha6opi
MICTUTb 12 MI/MNI CUPOBATKOBOIO aNbByMiHy
TIOAMHN,

06epexHo: yci npenapaTin KPOBi BBAXAIOTbCS
MOTEHLIAHO iHeKLiiHMMY. BuxigHuit maTepian, 3
SIKOro GyB OTPUMAHWI Lielt MPOAYKT, Noka3as Hera-
TUBHWIA PE3yNbTaT NPy TECTYBaHHI Ha aHTUTiNA 0
BIN-1/BIN-2, BI'C Ta BUSBMBCA HEPEAKTUBHUM NpK
nepesipuj Ha HBsAg, PHK BI'C i PHK BINI-1. XopeH
i3 BiROMIX METOZIB aHani3y He MOXE rapaHTyBaTy
BifiCYTHICTb 36yHUKIB iHeKLiA y npenapatax,
BUFOTOB/IEHNX HA OCHOBI KPOBI NIOAVHN. [loHOpU
BUXIHOTO Marepiany 6yni nepesipeHi Ha XBo-
poby Kpeiituenbara-fiko6ea (CJD). 3aBasku
€(eKTUBHOMY 00CTEXEHHIO AOHOPIB | MpoLiecy
BUPOGHULITBA MPOAYKTY, MOXHA CTBEPAKYBATH,
LU0 PU3VK nepeaadi BipycHoi iHteKLii npakTnyHo
BIACYTHII. TEOPETUYHMIA PU3UK Nepezayi XBopoou
KpeiTudenbata-ko6ca TakoX BBaXKAETbCS BKPail
HU3bKMM. 3 BECb YaC BUKOPUCTAHHS MPOLYKTY He
6yN10 BUABNEHO XKOAHOIO BUNaAKY Nepefavi Bipyc-
Hol iHchekwii a60 xBopo6u KpeirTudenbara-fko6ea
Yepe3 abOyMiH.

(06pobnsiiTe BCi MaTepian MOACHKOT0 NOXOKEHHS
TaK, SIK HiW BOHM 30aTHI NepeaasaTit iH(eKLito,
NS 4Or0 BUKOPVCTOBYWTE YHIBEPCATbHI 3am00iKHi
3aX0IM.

CTaHpapTHi MeToay 3ano6iraHHs 3apaxeHHIo B
pe3ynbrari BUKOPUCTAHHA MeAN4HOI NPoAYKLT,
BMPOGNEHOi 3 KPOBi 260 NNa3mMu NKOANHM, BKO-
YaloTb Bif6ip JOHOPIB, 06CTEXEHHS JOHOPCLKOMO
marepiany i nynig nnasmu Ha cneuudivHi Mapkepn
iHtheKuii Ta BNpOBapKEHHS eEKTUBHIX 3aX0AiB
LA [le3aKkTvsavi/nikeigawii Bipycis Ha BUpo6-
HULTBI. He3BXat0um Ha L 3aX0Au, MOXMBICTb
nepeaavi 36yAHVKIB iH(eKLii B pe3ynbrarti 3acTo-
CyBaHHs! MeV4HOI NPOYKLi, BAPOGNEHOi 3 KPOBi
ab0 NNa3My NI0ANHK, He MOXe By BUKNIoYeHa
MOBHICTIO. Lle CTOCYETbCA TAaKOX MOXNMBOCTI
nepesadi HeifoMMX 260 HOBUX BIPYCIB i iHLLMX
naroreHis. Bunagkv nepeaavi Bipycis 3 anboymiHoM,
BUPOGNEHUM BifMOBIAHO 0 BUMOr EBPONENCHKOT
(hapmaxonei 3a J0NOMOroi0 3aTBEPKEHIX BIUPOG-
HINYUX NPOLIEAYP, HE OnnCaHi.

0pHopa3oBe BUKOPUCTAHHS: 3 METO nonepe-
IPKEHHs KOHTamiHauji CRif, npawuosaty 3 cepefo-

BULLEM B CTEPUbHIX YMOBAX i BUMMBATY 3A/NLIKA
cepefosuLLa 3 (hnakoHa a6o npo6ipki nicns
3aKiHYeHHs MpoLeaypu.

TpOAyKTV PENPOAYKTMBHOTO CEPEAOBULLA
NpU3HaYeHi TiNbK AnS 0AHOPa30BOro BUKOPU-
CTaHHs. Pe3ynbTatomM NOBTOPHOIO BUKOPUCTAHHS
CEPe0BHILL, MOXE CTaT POBOTA 3 MPOCTPOYEHUM
TIPOZYKTOM i BUCOKIMIA PU3NK MIKDOGHOI KOHTa-
MiHawii matepiany npu noganbLUIOMy NPoBeSeHH
npoLieaypH, SKLLO NPaKTUKytounii thaxiselp Gyae
HECNPOMOXHYI 3aCTOCOBYBATY HANEXHi aCENTU4Hi
METOAVKM.

[pu BUKOPUCTAHHI NPOCTPOYEHIX 60 3apaXeHNX
CEepefioBILL, YMOBH in Vitro MOXYTb 6YTH 3HAYHO
ripwe HeoBXiAHMX AN HOPMANbHOTO 3aniAHEHHs i
PO3BUTKY emGpioHiB. Lie Moxe npu3BecTi 1o nopy-
LUEHHS PO3BUTKY eMOPIOHIB, iX HE3ZATHOCTI A0 iMn-
NaHTaUji i, IK HaCifoK, 0 NOPYLUEHHS AONOMKHOI
PEnpOAYKTUBHOT NpoLieAypy.

MpumiTka: eM6pioH BBXAETLCS 3arabHuM TepMi-
HoM. binbl ToyHo, SAGE™ poarnsiaae nepiog yacy
iHiLjanisavii, Koy yTBOPHOETLCS OAMHOYHA ANUNNO0-
ilHa KNITUHA NpK 3NWTTi YONOBIYOrO Ta XIHOYOMO
TeHOMa, B PE3yNbTaTi Horo YTBOPHETHCA 3UroTa 3
noAaNbLUIMM PO3BUTKOM Bifj GaraTopasosux MiTo-
TUYHUX NOZINIB 3 YTBOPEHHSIM TBEPAOI Macy abo
MOPY/N (9K Npasuno, Ha 4-5 Aexb), i nicna sKoro
PO3BMBAETHCA 3aMOBHEHA PIAVHOI MOPOXHUHA, LLIO,
B CBOI YEPry, NPU3BOAUTD 0 YTBOPEHHS 6nacTo-
uvcTa (K Npaswno, Ha 5-6 [ieHb), B Pe3ynbTari 4oro
Bifl6yBAETHCSA IMMNAHTALYA, NOYATOK AKOI Mpunagae
Ha NepLLUNIA TKAEHb | 3aBEPLUYETHCA 0 KiHLA
JIPYroro TWXKHS Nicns 3anmigHeHHs.

06epexHo: defepanbhmit 3akoH CLUA 1o3sonsie
MPOAAX LibOr0 NPUCTPOIO TiNbKY 33 BKA3IBKOK
Jlikaps a6o NPaKTUKYI04Oro (haxiBLis, HABYEHOro
110r0 BUKOPUCTaHHIO.

Lleit npopyKT MiCTUTb @HTUGIOTUK CyNb(haT reHTa-
MiLuHy. ToBUHHI 6YTV BXWTi BiANOBiAHI 3an06iKH
3aXO0ZV, LLL06 YIEBHUTUCS, L0 NALIEHT HE CEHCUBIN-
30BaHWIA 10 LbOro aHTUGIoTHKA.

3ABE3MEYEHHS AKOCTI

Po34uHm B LibOMY Ha6opi NpochinbTpoBaHi Yepe3
Mem6paHHuiA (inbTp i acenTuyHo 06po6neHi
BIZNOBIAHO A0 BUMOT Ans npoueayp urMo, ceptu-
(hiKoBaHWX Ha MPEAMET SOLEPKaHHS BUMOT rapaH-
TOBaHOr0 piBHst cTEPUbHOCTI (SAL) 1073,

MpOTECTOBAHO HA OAHOKAITUHHMX eMGPiOHaX MULLEN
(MEA). Mokasaro opmysaHHs 80 % i Ginbiue
6GnacTouucr. MpoiaeHo TecT Ha eHpoTokeuH USP 3
Pe3ynsTaTom < 1 OAMHMLL EHROTOKCUHY/MN.

PeaynsTarit BCix TECTIB ANA AHOMO NPOAYKTY Bifo-
GpaxatoThes Y BiANOBIAHOMY cepTUdiKaTi aHaniay,
LU0 HAZAETbCSA 32 3ANUTOM.

HEOBXIHI MATEPIAH, LLI0 HE BXOAATb Y

CKNAZL HABOPY

o CrepunbHi yawkv Mepi (50 x 9 mm, Falcon
351006 a6 ekBiBaneHTHi) abo 4-NyHKOBI
nnauwwety (3 1 mn nyskamu, Nunc 176740 a6o
€eKBIBANEHTHI)

o Kpionpobipku a60 Kenmxonogi6Hi nocysutm i
TPUMayi ANst 3aMOPOXKYBaHHS

o (fHOPa30Bi pPyKaBMYKN

o [lineTkv Ans nepecazgkv (NiNeTKW 3 BUTATHYTOMO
CKna a6 KiH4MKy MIKPONUNETKIA 3 BHYTPILLHIM
JiaMeTpoM KiHumka 200 MKM)

o TliHuetn

o Tailmep a6o CEKYHLOMIp

o PesepByap 3 pifkum a3otom (pesepsyap Lioapa
260 3 NiHONOAICTUPONY 3 KPULLKOIO 06'EMOM
1-2n)

o LN, (noctatHiit 06'eM Ansi AOCSTHEHHS BUCOTI
6 froitmis B pe3epsyapi)

IHCTPYKLYISi 3 BUKOPUCTAHHS

KomnoHenTv SAGE™ Vitrification Kit, Heo6xigHi
LN NPOBEIEHHS OAHiE Mpoueaypy BiTpudikauii
em6pioHa (He 6inbLue 2-x eMGPIOHIB B KOXHIN Npo-
Lielypi) HacTymHi:

Equilibration Solution (ES): Big 20 mkn o 1 mn
Vitrification Solution (VS): Big 80 mkn go 1 mn

[IBiTbCS BiANOBIAHI IHCTPYKLIT LLIOAI0 BUKOPUCTOBY-
BaHOr0 HOCist i MPUCTPOIO ANS BUTPUMYBAHHS.

NPOTOKOJ1 BITPUOIKALY

Mpoveaypa BiTpudikaLii NoBUHHA BUKOHYBATUCS
npv KiMHaTHil Temnepatypi (20-25 °C). Ans
HIDKYEONUCAHNX NPOLIEAYP He BUKOPUCTOBYVTE
CKN0 Mikpockona 3 nigirpisom. MMig yac iHky6awii B
Equilibration Solution Ta Vitrification Solution mikimi-
3yiiTe [jto CBiTNa Ha 3pa3ku. Mepe/ BUKOPUCTaHHSM
[LI0BEAITb PO3YMHI 10 KIMHATHOI TeMnepaTypu.

A. Tpoueypa 3 BUKOPUCTAHHSM MiKpoKpane-
NbHUX 00°€MiB PO34UHIB

1. 3amwmiite LN, B pesepsyap 3 LN, Ha foctatHio
TANOWHY, LLOG 3aHYpUTK KpionpoGipKy a6o
KenuxonogibHy NocyAvHy Ha Tpumavi ans 3amo-
POXYBaHHS, i NOMICTITb NOPYY 3 MIKPOCKOMOM.
TpuKpiniTb KpiONPOGIPKY a60 KENMXONoiGHY
MOCYAMHY JI0 HIDKHBOT YaCTUHI TPUMaYa Ans
3aMopOXyBaHHs i 3aHypbTe B LN, nig yac
MiAroToBKM [0 36€piraHs BITpUciKoBaHmx
3paskis.

2. BuHauTe KinbKicTb BiTpUdikoBaH!X eMOPIOHIB.

3. MapkipyiiTe KOXHY CTEpUNbHY YLKy MeTpi i
BIKOPUCTOBYBaHI MPUCTPIii-HOCIA/MpUCTiid ans
36epiraHHst Heo0XiHOH iHopmaLieto.

4. TlepexoHaiiTecs, L0 BMICT BCiX (NaKOHIB 3
po3ynHamu ES Ta V'S 1o6pe nepemituanmii
aKypaTHUM NepeBepTaHHAM Kinbka pasis nepes
BUKOPUCTAHHAM.

5. TigroTyitte nepeBepHyTy KPULLKY Yaluky MeTpi,
LN 40rO B CTEPUIbHIX YMOBAX PO3BELITH HA
KpuLwLi oaHy Kpanmio 20 MKn posunty ES (aue.
Puc. 1, cnpasa).

6. BwiiMiTb KyNbTypanbHy yallky 3 em6pioHaMu 3
MeANYHOro iHKy6aTopa i nepesipTe AKicTb emo-
pioHiB. lnst BITpUchiKaLyii BAKOPUCTOBYWTE MO
MOX/TMBOCTI TiflbKi PO3LLMPEHMIA(i) eMOpioH(v)
HailKpaLLoi sIKoCTi.

7. AkypaTHo nepecazitb emGpioH(v) (He GinbLue
[BOX B KOXHiil npoueaypi) 3 MiHiManbHum
06’€MOM XVBUMLHOTO CEPEOBILLA B BEPXHIO
YacTuHy po3uuHy ES i 3anycTiTh Taitmep.
3avekaiTe, NOKM 6NaCTOLMCT YPIBHOBKUTLCSA
B Kpanni po3unHy ES nif yac BinbHOro naiHks

npoTarom Big, 5 A0 15 xBunnH. EM6pioH(n)
CKOPOTUTLCA (CKOPOTATLCS), @ NOTIM NOCTYNOBO
3HOBY PO3LLMPUTBLCSA (POSLLMPATLCSA) A0 CBOMO
1104aTKOBOrO PO3MIPY, LU0 CBIAYUTL MPO Te, L0
BCTaHOB/IEHHS PiBHOBArK 3aBepLUEHO.

8. Tlin yac BCTaHOBNEHHS piBHOBAr B Po34mHi ES
nigrotyite 10 4 x 20 kpanenb po3uuHy VS, sik
noKkasaHo Ha Puc. 1.

9. TlepeniyeHi HIXKYe KPOK NOBMHHI BYT BUKOHA-

Hi npotsrom 90-110 CeKyHA.

. Tlicns BCTaHOBNEHHS piBHOBArk B po3umHi ES
BUTATHITb TPOXM Po3umHy ES B nineTky ans
nepecagky i nepecapitb eMOpIOH(1) 3 Miki-
ManbH1M 06'eMoM 3 kpanni ES B LieHTp nepLuoi
Kpanni po3yuHy VS (VS1) Ha 5 cexyHa.

. LIBuako nepecagitb emopioH(n) 3 nepLuoi kpa-
i po34mHy VS B LIEHTP Apyroi Kpanii po3umHy
VS (VS2) Ha 5 CeKyHA.

. lMepecagitb em6pioH(v) 3 VS2 B LieHTp TPeTbol
Kpanni VS (VS3) Ha 10 cekyHa.

. Hapewri, nepecagitb em6pion(u) 3 VS3 B
HWXKHIO YacTvHy yeTsepToi kpanni VS (VS4).

. Anq npoweaypv BiTpudikaLii BUKoHyiiTe
IHCTPYKUi, L0 AOAAOTBCA [0 BUKOPUCTOBYBA-

5-15 min
T

o

N

w

S

Puc. 1

ES= Equilibration Solution
Vs= Vitrification Solution
= nepecajka empiosa B

HaCTYMHy Kpansio
T= BEpX Kpanni

C= LeHTp kpanni
B= HU3 Kpansi

HOO MPUCTPOI-HOCIS. AKYPaTHO Nepecagith
eMODIOH(M) B MEHLL HIX 1 MKN po3unHy VS 3
Kpanni VS4 y BUKOpUCTOBYBaHMIA NPUCTPilt AN
BiTPUciKaLLi, | BUKOHYITE HCTPYKLT 3 BUKOPK-
CTaHH#, WO JOAAITHCA A0 BUKOPUCTOBYBAHOMO
NPUCTPOIO-HOCS.
. SIKwo Tpeba Ginblue BiTPUMIKOBaHUX eMOPiOHIB,

NOBTOPITb BKa3aHi KPOKY Big 4 1o 14, BUKO-
PUCTOBYIOUY CBIXI Kpanni po3umHis ES i VS.

o

HarapyBaHHs: 4ac MiX nepLumm po3milLieHHAM
emopioHa(is) B po3uun VS (VS1) i 3aHypeHHsaIM
B LN, He noBuHeH nepeBuLLyBaTH Yac, sike BU

BU3HAYUNN SIK ONTUMANbHUIA AN Liei np y

3. MapkyiTe Heo6XigHOI0 iHhopMaLlieto KOXHMIA
6araTonyHKOBMIA NNAHLLET i BIUKOPUCTOBYBaHI
npUCTPIiA-HOCII/NPUCTPilt Ansl 36epiraHHs.

4. TlepexoHaitTecs, Lo BMICT BCiX (NakoHiB 3
posuuHamm ES Ta V'S fo6pe nepemituatxuii
aKypaTHVM NepesepTaHHAM Kinbka pasis nepes
BUKOPUCTaHHSM.

5. Migrotyitte 6aratonyHKOBWI MAAHLLET, ASt YOr0
B CTEPUIbHIX YMOBAX J03yWTe 1 M Po3ynHy
ES B nyHKy No 1§ 1 mMn po3umty VS — B nyHKy
No 2 (auB. Puc. 2, HKe).

Puc. 2

P, i B XKOAHOMY pa3i He NOBMHEH OyTH Oinblue
110 cexyHp (aus. n. 9 Buwe).

30epiranHs B LN,: (1L0G YHUKHYT MOXTMBOTO
HebaXaHoro HarpiBaHHs, BCi AaHi npouesyp
MOBUHHI BUKOHYBATUCS 3 BITPU(IKOBAHUM 3pa3KoM,
MOBHICTI0 3aHypeHnm B LN,). MepecagiTb BiTpudi-
KOBaHWii 3pa3oK B HANEXHIUM YUHOM MapKOBaHY
Kpionpobipky abo KenUXonogibHy nocyauHy, npu-
€[iHaHy 10 TPUMaya ANs 3aMOPOXKYBAHHS 3 HLIOK
KenuXonogiGHoK MOCYLAVHOIO, NEPEBEPHYTUM Haj,
BEPXHBOI YACTUHOH, LU0 BUKOPUCTOBYETHCS B
SKOCTi KDULLKW, | NEPEHECITb TpUMay Ans 3amopo-
KYBaHHs! B pe3epsyap Ans 36epiradts LN,.

B. Mpouepypa 3 BAKOPUCTAHHSM BENMKUX
006’€MiB PO34MHIB B 4-NYHKOBOMY NNAHILET

MpumiTKa: Npu BUKOPUCTAHHI 4-NYHKOBUX NNaH-
LUETIB CNif, BXWBATI 32X0AM 06EPEXHOCTI, W06
YHUKHYTY Byzib-SIKOro 3a6pyAHEHHS (Hanpuknag,
MiKpOGHOr0, NaLyieHTa, TOLLO).

1. 3amuirte LN, B pesepsyap 3 LN, Ha focTaTHio
TNMOMHY, L6 3aHypUTK KpionpoGipky abo
KenuxonopibHy NoCyauHy Ha Tpumavi Ans
3aMOPOXKYBaHHS, i MOMICTITb NOPYY 3 MIKPOCKO-
nom. MpuKpiniTb Kpionpo6ipky abo kenuxono-
Ri6HY NOCYAVHY [0 HIKHBOI YaCTUHM TpUMaYa
NSl 3aMOpOXKyBaHHs i 3aHypeTe B LN, nig yac
NIAroTOBKY A0 30€piraHHa BITpUikoBaHNX
3paskis.

2. BuaHauTe KinbKicTb BiTpUchikoBaHIX eMOPIOHIB.

Py Load carrier device
5-15 min within 90-110 sec

MOSACHEHHS:

ES= Equilibration Solution

VS= Vitrification Solution
*:nepecaﬂka emMOpioHa B HACTYMHY NyHKY

6. BuitMiTb KynbTypa/IbHy YalLKy 3 eMOpioHamMm
3 Me[VYHOr0 iHKy6aTopa i nepesipTe SKiCTb
eMGpioHiB. [1na BiTpUdikaLii BUKOpUCTOBYiATE
110 MOX/IMBOCTI TifIbKV PO3LLMPEHi EMOPIOHM
HalKpaLLoi SKocTi.

7. AkypatHo nepecagitb eMOpioH(v) (He Ginblue
[BOX B KOXHil npoueaypi) 3 MiHiMansHum
06'EMOM XVBUNLHOTO CEPeioBILLA B BEPXHIO
YacTuHy NIyHku Ne 1, 140 MiCTUTb po3ymH ES, i
3anycTiTh TaiMep. 3ayekariTe, MoK eMopioHN
YpiBHOBAXATbCA B Kpanyi po3uuHy ES nig yac
BI/IbHOr0 NafiHHA NPOTAroM Big 5 10 15 xBu-
TUH. EMOPIOH(1) CKOPOTUTBCS (CKOPOTATBCS),
a MoTiM NOCTYNOBO 3HOBY PO3LUMPHUTLCS (PO3-
LUMPSTBCS) O CBOFO NOYATKOBOrO PO3Mipy, Lo

CBIAYUTb NPO Te, LU0 BCTAHOBMIEHHS PIBHOBArk
3aBEPLLUEHO.

8. Tlicns BCTaHOBNEHHS piBHOBArY B PO34MHi ES
BUTArHITb TPOXM PO34uHy ES B mineTky ana
nepecaskm i nepecapitb eMGPIOH(1) 3 MiHiManb-
HUM 06’€MOM 3 YHKM 3 PO34uHOM ES B LieHTp
TIYHKI 3 po34nHom VS,

9. AkypaTHo NMoKpyTiTb eMBPiOHN B po3yuHi VS
npotarom 20-30 CeKyHA, w06 PeTensHO 3milla-
T 3 P034nHOM VS.

. nq npowenypv BiTpudikaLii BUKoHyiiTe
IHCTPYKUIi, L0 AOAAOTBCA ZO BUKOPUCTOBYBA-
HOTO MPUCTPOIO-HOCIS. AKYpaTHO nepecagith
6nacTouucT(1) B MeHLL HiX 1 MKN po3uunHy VS y
BIKOPUCTOBYBAHMI NPUCTPIil Ans BiTPUiKaLyi,
| BUKOHYIATE iHCTPYKLIi 3 BUKOPUCTAHHS, L0
JLl0AAI0THCA [0 BUKOPUCTOBYBAHOTO NPUCTPO-
10-HOCisl.

. fIKkwo Tpe6a Ginblue BiTPUGiIKoBaHNX eMOPIOHIB,
NOBTOPITb BKa3aHi KPOKY Big 7 Ao 11, BUKO-
pUCTOBYIOUY CBIXI po3unhy ES i VS.

o

KoxHa na6opatopisi NOBMHHA CaMOCTiitHO
BM3HAYUTU KOHKPETHI JieTani 1oA0 BUKOpH-
CTaHHs NS KOXHOI KOHKPETHOI npoLieaypu.

IHthopMmaLyist LWOA0 KOHKPETHMX acnekTis EK3, Bupo-
LLyBaHHS eMOPiOHa Ta KPIOKOHCEPBaLYi HaBeaeHa B
HaLOMy KaTanosi npoayKuii.

MPABWNA 3BEPITAHHS TA CTABUIBHICTb
3aneyartaHi KoHTe/HEPW 36epiraT B XONOAUILHIKY
npu Temneparypi 2-8 °C. lepes BUKOPUCTAHHAM
HarpiTi Ao KimHaTHoi Temneparypy (20-25 °C). He
3aMOpOXyBaTH i He NiffasaTh Aji TeMneparypy
noHag 39 °C. MpoaykTiA 36epiraioTh CTAGINbHICTD
[0 3aKIHYeHHs CTPOKY NPWAATHOCTI, 3a3HaYeHoro
Ha ynaKoBLyi.

1. Buganitb noTpi6Huit 06'eM NPOAYKTY, BUKO-
PUCTOBYtOuY acenTuyHi npoweaypu. OpuH tna-
KOH, L1{0 MiCTUTb afIeKBaTHHIl 06’€M PO3YMHY,
TiNbK ANt 0AHOPA30BOr0 BUKOPUCTAHHS.

2. Nicng 3a6opy 6yab-Koro 06’emy NPOAYKTY
HEnpUnyCTVIMO NOBEPTATY 0r0 Y BUXiAHMIA
KOHTE/HEP. YTuni3yBaty NpoayKT, Wo
3aMLLVMBCS.

3. He 3acTocoByBaTy npenapar, sKLLO CepeaoBu-
Luie cTano 6e36apsHuM, KanamyTHIUM 260 Mae
03HaKy MIKpOGHOI KOHTaMiHaLlii.
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CYNYTHI NPOAYKTH
ART-8030 SAGE™ Vitrification Warming Kit

SAGE In Vitro Fertilization™ mae noBHy nikifiky
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243-2974 Mixnapopnwii: (203) 601-9818
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