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Intended Use:
The HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay is indicated for use as a component of:
1. the standard analysis of semen in the diagnosis of suspected male infertility.
2. analyses for determining the proper course of IVF treatment of infertility.
Summary:
In natural fertilization mature sperm bind to hyaluronan, the main component of the
cumulus oophorus matrix; immature sperm do not bind (3, 9, 13,14, 19, 21).
Mature sperm also bind to hyaluronan chemically attached to a support (9, 10) such as
the hyaluronan-coated glass slides that make up the HBA® kit. Viewed in the microscope,
bound sperm are differentiated from unbound sperm by their beating tails with heads that
make no progressive movement.

Performance Characteristics:
A study comparing HBA® score results to normal sperm morphology (strict criteria) was
carried out with semen samples from three IVF or andrology laboratories in three states
(CT, CA and PA), with patients presenting for diagnosis of suspected infertility. At least 50
samples were obtained from each site and the HBA® assay performed on site according
to the HBA® Instructions for Use. Morphology slides were prepared on site and sent to a
central location where they were scored by a single reader.
The data were analyzed by a two-way contingency table using morphology (classified as
subfertile if <5% normal morphology, otherwise fertile (4, 5, 15, 17)) and HBA® score
(classified as subfertile if <80% binding, otherwise fertile). Significance was tested with
the Pearson Chi-squared statistic using SPSS for Windows software. The analysis showed
that HBA® score was significantly related to morphology for data from the combined data
(all three sites), Table 2.
The combined data showed good specificity and positive predictive values, although
sensitivity was only 40%. Therefore, at a cutoff of <80% binding, the HBA® assay detects
less than half of semen samples with truly low morphology, but among those detected as
low HBA® score there is a strong prediction (>80%) of poor morphology.

Table 2

PvkaBuuy 3a pabota ¢ npo6y 3a eHoKpaTHa ynoTpe6a
Taiimep/yacoBHUK

Muneta 3a omepBake Ha 2-10 pil, BbpxoBe 3a nuneta
3a eIHOKpaTHa ynorpeéa

(OuepraHa 06nacT 3a BU3npeH KpbCT 33 MUKPOCKON

Mpoueaypa, cTbnKa no crbnka”:

1. WsBbpuuere Tecta npu 20-30°C.

2. 3apefiere TecToBaTa kamepa ChC CNepMaTo30MaM.
HenocpepctBeHo npeay ynotpeba cmecete npo6ata i ¢ nunetaTa nocTaBete Kanka
cobem 7-10 pl B LeHTBPA Ha TecToBaTa Kamepa.

3. He3a6aBHo nocTaBete NOKPUBHOTO (TbKI0: M36ArBaiiTe 3aXBaLLIAHETO HA Bb3AYLIHM
Mexypuera.
lokpuBHOTO CTBKNO Npeanara petwetka ot 100 keagpata, 0,1 x 0,1 mm, B Kpbr
3a MocTaete CTBKNO C Kpbra Harope. M36srsaiite
Bb3/yLIHUTE MeXypueTa, KaTo MOCTaBUTE eAMHUA Kpail Ha MOKPUBHOTO CTHKNO
B KOHTAKT C Kpa Ha Kamepata, 06pa3yBaiikit brbJi KaTo /iBeTe pameHa Ha LapHup
(urypa 1); 6aBHo cBaneTe Hajony np: Kpaii Ha MoKy CTBKNO,
3aTBapAIKI LIAPHMPa — KOrato NOKPUBHOTO CTHK0 e CbBCeM 611130 0 NpeMeTHOTO
CTBKIO, TO LLje Gb/ie B KOHTAKT C Kankata npoba (purypa 2); npogbmkeTe Aa cBandTe

{ (TbKNO, 63 Aa ro ocBoOoxpaBaTe; 0cBo6OAETE MOKPUBHOTO CTBKNO,

Hyaluronan binding indicates the successful completion of iogenic events
by the HspA2 chaperone protein (1, 2, 8). In the absence of the chaperone, deficits in
meiosis, DNA repair, hyaluronan binding and other steps in sperm maturation may occur.
Sperm unable to bind hyaluronan share many aspects of immaturity: they retain cytoplasm
and histones (9), they show a higher frequency of aberrant morphology (18, 22, 23) and
they have a lower genomic integrity than hyaluronan binders — hyaluronan binders have
many fewer DNA single strand breaks than non-binders (24) and a 4-to-6 fold lower
frequency of chromosomal aneuploidies (10, 11). Sperm motility is stimulated upon
binding hyaluronan (6, 7, 14). Thus, the ability to bind hyaluronan designates a mature
sperm and the proportion of mature sperm indicates the maturity of sperm in a semen
sample.

The HBA® Slide:

The HBA® slide has two identical hyaluronan-coated assay chambers. By counting the

numbers of motile bound and unbound sperm in a common area, the proportion of binders

can be calculated.

Specimen Collection and Preparation:

Semen should be obtained by masturbation, preferably following 2-3 days of abstinence,

and collected in a clean, dry container. Keep it at 20-28°C for 30 minutes to liquefy. Samples

still viscous after 30 minutes can be diluted in an equal volume of a sperm dilution medium
such as human tubal fluid (HTF). Perform the assay on the semen specimen within 3 hours
of collection.

Warnings and Precautions:

1. Semen is a hazardous fluid and must be handled and disposed of using normal
precautions for infectious, biohazardous materials. Wear gloves, eye protection and a
laboratory coat. Disinfect all waste and dispose of it in a biohazard container.

2. Do not use HBA® slides for selecting sperm for ICSI or IVF! The slides are not sterile, they
contain endotoxins and may be embryotoxic. Purchase of this kit does not allow sperm
selection on HBA® slides.

Significance of HBA™ Score to Morphology
Study Site | N | Sensitivity | Specificity | Positive Predictive Value p=
PA 50 432 76.9 84.2 0.198 (NS)
o PA-r® 50 513 90.9 95.2 0.012
v CA 52 54.2 78.6 68.4 0.015
a 55 26.5 100 100 0.01
Combined | 157 40.0 85.5 80.9 0.001

Storage:

HBA® slides should be stored in a clean, dry environment at 20-28°C.

Performing the Assay:

Materials Provided: Materials not Provided:

HBA® slides Microscope with 400x magnification

Cover slips Disposable, sterile capped test tubes

Product Instructions  Mechanical counting device

for Use Human tubal fluid (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA) or other

acceptable sperm diluent containing >0.50 mg/mL protein
Disposable specimen handling gloves

Timer/clock

Pipette to deliver 2-10 pL, disposable pipette tips
Microscope reticle delineating area

Step-by-step Procedure:

1. Perform the assay at 20-30° C.

2. Load an assay chamber with semen.
Immediately before use, mix the sample and pipette a drop, 7-10 pL in volume, onto
the center of the assay chamber.

3. Immediately install the cover slip: avoid entrapping air bubbles.
The cover slip provides a grid of 100 squares, 0.1 x 0.1 mm, within a viewing circle.
Install the cover slip with the circle upward. Avoid air bubbles by contacting one edge
of the cover slip to the edge of the chamber, forming an angle like two arms of a hinge
(Figure 1); slowly lower the opposite edge of the cover slip, closing the hinge — when
the cover slip is quite close to the slide, it will contact the sample drop (Figure 2);
continue to lower the cover slip without releasing it; release the cover slip when the
circle is completely covered with sample (Figure 3);finally center the circle over the
chamber.
Figure 1

0Site data recalculated with cutoffs of <5% for morphology and <80% for HBA®.
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KOrato KpbrbT Gbje M3UAN0 NoKpuT ot npobara (¢urypa 3); Hakpas LeHTpupaiite
Kpbra BbpXy kamepara.

Ourypa 1: llocTaBeTe NOKPUBHOTO CTHKAO B KOHTAKT € NPEAMETHOTO CTHKIO:
Ourypa 2: locTaeTe NOKPUBHOTO CTHKNO B KOHTAKT € Npobara:

Ourypa 3: [lokpUBHOTO CTHKNO, NOCTaBEHO HA MACTO:

4. Wnkybupaiite kKamepara 3a Haii-manko 10 i He noseue ot 20 MuHyTY. [Ipebpoitte
HecBbP3aHUTe NMOJBIKH CNePMaTO30MAY 1 CBbD3AHNUTe NOABIKHY CMePMaTO30MaN
B eJIMH I LUy 6poii KBazipaTyeTa oT peluieTkara (06nacr).

Cneg 10 MUHYTV BCUYKY CMEPMaTO30MAW LLie BAAI3AT B KOHTAKT Ut Lije ce (BbpxaT
C HenopBUXHMA cnoit xuanypoHaH. (nep 20 MuHyth cnabo nogBiKHUTE
CNepmaTo30uaI MOXe Aa 3aM0YHaT Aa ry6AT NOABUKHOCTTA CH.

(Bbp3aHuTe MOABIKHM CMEPMaTo30MAM Le NpeycTaHoBAT MOCTbNATeNHuTe
IBIDKEHUA, HO Lue 3aMasAT aKTUBHWTE [BIKEHUA Ha omalwkute. Ympenute
W HENoBINKHUTE CNEepMaTo30MAM HAMA Ja MOKa3BaT ABUXKEHUA Ha OMalKuTe.
HecBbp3aHuTe NOABIKHU CriepMaTo30v nyBaT (BO6OAHO HaoKONO.

[lobpa TOUHOCT Ha TecTa wWe Ce MOCTUTHe, KOTaTo Cymata OT CBbp3aHiTe MAKOC
HeBbp3aHuTe cnepmartosonau e mexzy 100-200. Mpebpoiite npeobnagasawma
BUA (CBbP3aHU UMK HecBbp3aHK) cnep AV, 0KaTO Hail-Manko
100 cnepmaro3ouzga unu 100 KBagpaTyeTa oT peleTkarta 6baat npebpoexn. Begxara
clepy ToBa npebpoiiTe ApyruA BUA MOABIDKHM CMePMATO30MAM B Cbluua Opoit
KBajjpaTyera oT pelueTKata.

He BuHaru wwe 6bae Bb3MOXHO fa ce HamepaT 100 MOABIDKHU CnepmaTo3onsa
B Npo6a OT ceMeHHa TeUHOCT, 0C0BEHO B ONUTOCPEMIYHY NPo6u.

5. M3uncnete npoLierTa Ha (Bbp3aHUTe C XManypOHaH Cnepmato3onzy.

MpoLeHTBT (repmMaTo30uaN, (BbP3aHi CbC C10A XMANypoHaH, ce UYUCIABA MO
CNe[IHUA HAUVH:

(BBP3aHU NODBUXHU CNEPMAMO30UdU

9% ceep3aru =100 X
(8Bp3aHU N0DBUXHU (NEPMAMO30udU + HecBbp3aHU

NO0BUXHU cnepmamo3oudu
Mpumep:
YUpe3 npeGposiBaHe Ha 100 KBajpaTyeTa OT pelueTkara ca ycraHoBeHu 89 6pos
HecBbP3aHi MoABIKHIU Cnepmato3ouaa. HenocpeactBero cnies ToBa ca npe6poen
27 cBbp3aHy NOABIXHM cnepmaTo3onaa B 100 KBaApaTueTa 0T pelLeTKara.

23 % cep3anu =100 X 27 cevpans

27 c8vp3aru nodsuxHu cnepmamo3oudu + 89 Hecgep3atu
NOOBUXHU CNEPMAmMo30uou

TouHocT Ha TecTa:
TouHocTTa Ha TecTa e CBbP3aHa ¢ 6pos Ha npedpoenuTe cnepmatozonan. Konkoto noseye
CnepMaTo30Mav Ca npebpoeHy, TONKOBa MO-Masko e OTKMOHeHMeTo. 3a MpeAnoyuTaHe
e fja ce npe6poAT Haii-manko 06wo 100 NoABMXKHYM CNepmato3ouda; pesyntatute ca
TIpUEMIIVBY, KOraTo ca npebpoeHt Haii-manko 061140 30 NoABINKHY CepMaTo30uaa.
B npoyyBaHe Ha NPOMEHNNBOCTTA B PaMKUTe Ha i MeXZy TpU MPOU3BOACTBEHN NapTiaN
npeAMETH CTbKN, eAMHIYHI NPO6U CeMeHHa TeYHOCT Ca U3CNefBaHI ¢ TOUHM Konua
Ha TecToBuTe MpeAMETHY CTbKNa. Mpn npoba, Habp p TeNHo
196 cnep Ha Komue, e e (cpeHu (% CBbP3aHM)/KoeGULMEHTU Ha
Bapuauus (%)/v bpoit Ha konuaTa) ca: (86,9, 85,5, 85,0/4, 5,4/20, 10, 10). Mpu abHopmHa,
onurocnepminyHa npo6a, HabpoAgallia NpubAUNTENHO 41 cnepmato3onaa, pesynTatute
ca:(59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10).
KoHTpon BbpXy KauecTBoTO:
MpAcHa 3pAna ceMeHHa TEYHOCT MOXe ja Ce U3MI013BA 3a [IeMOHCTPUPaHe Ha peakuuATa
Ha (BbP3BaHe Ha (MIePMaTo30UaN C XManypoHaH; MPecH! KOHTPONM CeMeHHa TeYHoCT
obaue He ce npeAnarat Ha nasapa. Motp ce pABaT fAa Opr BOYN
C06CTBEHY M3TOYHMLIM Ha NPACHA KOHTPOHA CeMeHHa TeYHoCT U Aa paspabotat 6asa
JaHHI OT HOPManHK 1 abHOpMHY pe3ynTaTyt 3a HBA®.
PeakijuaTa Ha CBbp3BaHe Ha CNepMaTo30MAV C XMaypPOHaH He Ce U3MeHs 0T 3aMpa3fiBaHe
1 pasm Ha cnep (16, 20, 25). Mo CXopeH HaumH, Cnepmato3onauTe,
06pa6meum Ype3 nnyBaHe WAN TPajJMeHTHa MOATOTOBKA, e CBbP3BAT HOPMANHo
CXMarnypoHaH.
QOuaKBaHu pe3ynTaru:
TpOLIEHTET Ha (BbP3aHUTe C XanypoHaH CnepmaTo30UaN Bapvpa 0T MpaKTUyeckin Hyna
10 npakTuyeckin 100%. Mpu npoyusaHe Ha 157 Npobu 0T ceMeHHa TEYHOCT OT NaLmeHT!
C AMarHo3a CycneKTeH CTEPUNUTeT, ropHaTa MofoBiHA Ha MpobuTe nokasga cpefieH
pe3yntar 3a HBA® 93 + 2,6% cBbp3BaHe. [lonHata nonoBuHa e ¢ pesyntaty 3a HBA® ot
88% R0 Hyna (BbP3BaHe, Kato cpefiHOTO (Bbp3Bake e 70 = 18%. Mpubnusutento 1% ot
Te3u Npo6u NoKa3BaT 1UNCa Ha OTKPUBAEMO CBbP3BaHe C Xuanyp
MoarotoBkata Ha cnepmato3oupute (NNyBaHe, TPaaueHT) Moxe Aa NpOMeHM

CbOT Ha (B Te (e KbM P nep B npo6ara
(eMeHHa TeYHoCT.
Orp up Hanp

iiTe camo npACHa (éMeHHa TeYHOCT, He No-CTapa OT TPK Yaca.

Mpobata TpAGBa Aa AaBa BBL3MOXHOCT fa ce NpebpoAT Hait-manko 30 NOABUXHM
(nepmaro3ounAa. Ako B peweTkata Uma no-manko ot 30 (nepmaro3oufa, noctasete
Ha MUKpOCKONA BU3MPEH KPBCT WA npebpoiite nocnefoBaTenHo pasauyHmu noneta
B MUKPOCKOMa, 33 Aa AajieTe Bb3MOXHOCT 3a OMef Ha AOCTaTbuYHO ronAma obnacr, 3a
Aa (e OLeHAT Haii-manko 30 noABUXHI ((B‘bp3aHM nnioc Hecsbpsaum) Cnepmaro3onaa.
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Good assay precision will be achieved when the sum of bound plus unbound motile Labeling Reference Do not use if Use By Labeling Revision

sperm is between 100-200. Count the predominant class (bound or unbound) of motile
sperm until least 100 sperm or 100 grid squares have been counted. Immediately count
the other class of motile sperm in the same number of grid squares.
It will not always be possible to find 100 motile sperm in a semen sample, particularly
in oligospermic samples.
5. Calculate the percent hyaluronan-binding sperm.
The percent of sperm binding to the hyaluronan layer is calculated:
96 Bound = 100 X Bound Motile Sperm
Bound Motile Sperm + Unbound Motile Sperm

Example:

A count of 89 unbound, motile sperm was obtained by counting 100 grid squares.

Immediately after, 27 bound, motile sperm were counted in the 100 grid squares.
239% Bound = 100X 27 Bound Motile Sperm

27 Bound Motile Sperm + 89 Unbound Motile Sperm

Precision of the Assay:
The precision of the assay is related to the number of sperm counted. The more sperm
counted, the lower the variance. Preferably count at least 100 total motile sperm; results
are acceptable when at least 30 total motile sperm are counted.
In a study of variability within and among three production lots of slides, single semen
specimens were assayed in replicates of assay slides. With a normal specimen, counting
approximately 196 sperm per replicate, the results (means (% bound)/CVs (%)/and
numbers of replicates) were: (86.9, 85.5, 85.0/4, 5, 4/20, 10, 10). With an abnormal,
oligospermic specimen, counting approximately 41 sperm, the results were: (59.0, 55.8,
58.4/18, 34,17/20, 10, 10).
Quality Control:
Fresh mature semen can be used to demonstrate the sperm-hyaluronan binding reaction;
however, fresh semen controls are not commercially available. Users are encouraged to
establish their own sources of fresh control semen and to develop an associated history of
normal and abnormal HBA® scores.
The sperm-hyaluronan binding reaction is not altered by freezing and thawing of sperm
(16, 20, 25). Similarly, sperm processed either by swim up or by gradient preparation bind
normally to hyaluronan.
Expected Results:
The percent of hyaluronan-bound sperm ranges from essentially zero to essentially 100%.
In a study of 157 semen samples from patients presenting for diagnosis of suspected
infertility, the upper half of the samples showed an average HBA® score of 93 + 2.6%
binding. The lower half had HBA® scores from 88% to zero binding, the average was 70
+ 18% binding. Approximately 1% of these samples showed no detectable hinding to
hyaluronan.
Sperm preparation (swim-up, gradient) can alter the proportion of HA binders in a semen
sample.
Limitations and Troubleshooting:
Use only fresh semen, less than three hours old.
The sample should permit at least 30 motile sperm to be counted. If less than 30 sperm
occur in the grid, install a microscope reticle or count successive different microscope fields
to permit inspection of an area large enough to evaluate at least 30 motile (bound plus
unbound) sperm. Alternatively, concentrate the sample and re-assay the concentrate.
Always be sure that the sample has been applied to the coated side of the slide. The coated
side is up when “HYDAK® HBA” can be clearly read. Application of sperm and cover slip to
the uncoated side will give the appearance of no sperm binding or, if the cover slip has been
pressed down hard, the sperm may appear immotile.
Whenever no binding is observed, repeat the assay of the sample on a different
slide to confirm the result.
Occasionally defective cover slips occur with the grid etched on top of the slip instead of on
the side in contact with the sample. When this occurs, repeat the assay with a new cover
slip. Contact your distributor for replacements.
If an air bubble blocks counting within the counting grid, repeat the assay with a new
chamber and cover.
Significance of the Results:
A low HBA® score reflects a low proportion of mature sperm in the semen and therefore
predicts infertility. Hyaluronan-binding sperm, in contrast, are competent in the
interaction with the oocyte and are associated with high genomicintegrity (11, 14, 21, 24),
which improves the quality of the paternal contribution to the zygote. Hyaluronan-binding
differentiates high and low functional integrity and fertilizing potential.
In the prediction of fertility, it is not necessary that all sperm should be capable of binding
hyaluronan, but the proportion of hyaluronan binders must reach an effective level in order
to achieve a good likelihood of fertility. Binding above the effective level probably does
not further improve fertility. Based on correlations with normal sperm morphology, the
Hyaluronan Binding Assay level differentiating higher from lower expectation of fertility is
estimated to be approximately 80%, Table 1.

Table 1

HBA' Score Results Interpretation
HBA" Score (% binding) Interpretation
>80 % bhinding Normal maturity and physiological function
<80 % binding Diminished maturity and physiological function
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Antey KOHLeHTpupaiite npobata 1 TecTBaiiTe NOBTOPHO KOHLIEHTpaTa.
Mpo6ure TpAbBa BUHArK Ja ce MOCTABAT BbPXY CTPaHaTa ¢ NOKPUTUE Ha MpeAMETHOTO
cTbKno. (Tpaara ¢ nokpuTue e oT ropHata yact, korato HYDAK® HBA moxe pa ce npoyete
AcHo. [TocTaBAHETO Ha CepMaTo30MAM 1 OKPUBHO CTHKNIO BbPXY CTPaHaTa 6e3 nokpuTie
LLie Aazie pe3ynTaT 3a NUNCBALLO CBbP3BaHe Ha CNepPMaTO30MAUTE WK, aKO NOKPUBHOTO
CTBKO € CYHO NPUTHCHATO, CepMaTo30MANTE MOXE J1a U3TTIeXK AT HeNoABIKHN.
BuHaru Korato He ce Hab. (Bbp iiTe TecTa Ha mp
BbPXY pasNM4HO NPeAMETHO CTHKNO, 32 1a NOTBbPAUTE pesynTata.

Bb3MoXHO e Ja MMa JedeKTHU MOKPUBHM CTbKMA, C pelueTKa, rpaBupaHa oTrope
BbPXY NOKPUBHOTO CTHKNO, BMECTO BbPXY CTPaHaTa B KOHTAKT ¢ npo6ara. Korato ToBa
Ce C1y4w, NOBTOPeTe TecTa ¢ HOBO MOKPUBHO CTHKO. 32 3aMsAHa e (BbpXKeTe CbC (BOA
AnctpubyTop.

AKo Bb3AyLLHO Mexypye npeun Ha GpoeHeTo B pelueTKata 3a 6poeHe, noBTopeTe Tecta
CHOBA Kamepa It HOBO MOKPUBHO CTBKIIO.

3HauMMOCT Ha pe3ynTaTuTe:

Hucok pesyntar ot HBA® 0TpasfBa HUCKO CBOTHOLIEHME Ha 3peni CnepMato30uau
B CeMeHHaTa TeYHOCT ¥ MopajVi TOBA NPOTHO3Mpa CTep Ananp ® Te
(e C XUanypOHaH CepMaTo30uzyt Ca KOMNETEHTHM NP B3aVIMOZICTBIETO C 00LWTA U Ca

Bulgarian/Bbbnrapckn
EBponeiicku natent N° 1056336 DBP/69924472.2
WHcTpyKumn 3a ynotpe6a: Tect 3a cBbp Ha cnep c p HBA®
www.hba-picsi.com

nog npusHatn HBA® Sperm-Hyaluronan
Binding Assay (TecT 3a cBbp. Ha cnep C P HBA®)
Mpoussoguren: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA (MeHcunanua) 19044, CALL
Ilucrpu6ytop 3a CALLL: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA (Hio xbpcu)
22911, Ten.: +434-979-4000

Oropu3upan npepcraButen 3a EC: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court,

Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com, Benukobputatus,
dakc: +44 161903 9787

Hpenuasuaueuue:

TecTbT 32 (BBP Ha cnep AN ¢ I HBA® e noka3aH 3a ynotpe6a kato

KOMMOHEHT Ha:

1 (TaHAAPTHUA aHANU3 Ha (EMEHHa TeYHOCT NMpW AUArHOCTULMPAHE Ha CYCnekTeH
MDBXKN CTEpUNUTET.

2. aHanwu3v 3a onpefienaHe Ha NOAXOAALLA XOf, Ha NleyeHmeTo Ha crepuaurer ¢ IVF.
Peziome:

Mpu ecTecTBeHO ONNOX/AHE 3peniTe CNEPMATO30MAM Ce CBbP3BAT C XHaNypOHaH, KOATO
€ 0CHOBEH KOMMOHEHT Ha MaTpyKca Ha cumulus oophorus; He3penuTe CNepMaTo30uam He
ce cBbp3BaT (3,9,13,14,19,21).

3penuTe CnepmaTo3ouan Cbluo Taka e CBbP3BaT C XUANYPOHaH, KOVTO e XUMUYeckn
Bbp3aH ¢ Hocuten (9, 10), Kato HanpuMep NpeAMETHU CTBKAA C XUanypoHaHOBO
NOKPUTHE, OT KOWTO Ce CbcTou HabopwT Ha HBA®. Habniogasanu mog mukpockon,
CBbP3aHHITe CEPMATO30MAN Ce PA3NINYABAT OT HECBHP3AHNTE N0 ABIKELWTE CE ONALLIKM
CNaBM, KOWTO He U3BLPLUBAT NOCTNATENHO ABUNKEHNE.

(BbP3BAHETO C XVafNypOHaH MOKA3Ba YCMELHOTO 3aBbPLIBAHE HA CMePMUOreHHUTe
CbOMTUA, OMOCPeACTBaHN OT CbnpoBoXAawma Gentbk HspA2 (1, 2, 8). Mpu nunca
Ha CbMpoBOXAALW 6enTbk Morar fa Bb3HUKHAT JeduuuT npu  Meiio3ata,
Bb3C 10 Ha JIHK, cBbf 0 KbM P W npu Apyrv etanu ot
Cb3pABAHETO Ha (NepMaTo30ouauTe.

HecnocoBHuTe Aa ce CBbPXKAT C XUANypoHaH cney MHOTO CXORHM
YepTU Ha He3PANOCT: Te 3ana3ear LUTONMIa3Mara u xmcmume (9), AemoHcTpupar no-
BICOKA YecToTa Ha abepaHtHa mopdonorua (18, 22, 23) U UMart No-HUCHK reHoMeH

C(BbP3aHM C BUCOK reHoMeH uHTerpuTer (11, 14, 21, 24), Koeto nogo6pABa KauecTBoTo
Ha GalLMHUA NPUHOC KbM 3uroTaTa. (BbP3BaHETO € X¥anypoHaH AVQEpeHLMpa BUCOKHA

W HUCKNA B VHTErpuTeT 1 noTeHuvan.
Mpu nporHo3upaHeTto Ha deptunutera He e BCUUKH CTep M Aa
6bAaT cnocobHm Aa ce (BbP3BAT ¢ POHaH, HO CbOT Ha (BB ce

CXnanypoHaH Tp}lﬁBa Aa aoctura €¢EK1MBHO HUBO, 3a 71a (e NOCTUTHE Aoﬁpa BepoATHOCT
3a Qeprunuter. (BbP3BaHETO Haj eQEKTUBHOTO HUBO BEPOATHO He nopobpasa
LOMbAHUTENHO epTunuteta. Bb3 0CHOBA Ha KO CHOf Ta Moponorua Ha
(nepmaro3oujute, CTOIHOCTTa Ha TeCTa 3a (Bbp3BaHe CXnanypoHaH, KoATo nm¢epeHuMpa
110-BUCOKO OT N0-HICKO 04aKBaHe 3a GepTuanTeT, e onpeaend kato npubnusutento 80%,

Tabnuua 1.

Tabnuua 1
pnp Ha p ot HBA' Tect
Pesyntary ot HBA" Tect (% ) pnp
>80% Bbp3BaHe H 3pAnocTu ¢ M4Ha DYHKUUA
<80% cBbp3BaHE H 3pAnocTu ¢ MuHa QYHKUUA

(OyHKUMOHANHW XapaKTePUCTUKN:
MpoyuBaHe, cpaBHABawo pesyntatute ot HBA® 3a cnepmato3ompu C HopmanHa
pdonorus (CTPUKTHM Kputepuu), e p C Npobu CemeHHa TeYHOCT OT Tpu
IVF unu angponoruukym nabopatopun B Tpu wara (Kewtwku (CT), Kanudopua (CA)
n Ounanendua (PA)), ¢ nauueHTn ¢ AuarHo3a cycnekTeH crepunutet. OT BCeky LieHTbP
a nonyyeHy Haii-manko 50 npo6u u TecTvT HBA® e M3BbpLUEH B LieHTbPa CbIMAcHO
WHcTpykumute 33 ynotpe6a Ha HBA®. MpeametHute cTbkna 3a Mopdonoruyxo
U3CNe/iBaHe Ca MPUTOTBEH! B LEHTbPA M Ca U3NpaTeHN B LieHTpanHa nabopatopus,
Kb/IETO €/IHO NIMLiE LLie ONPe/ieNit TEXHIA pe3ynTar.
[JlaHHuTe ca aHanu3upaHy ¢ ABYMbTHA Tabnuua 3a BEPOATHOCTH, KaTo Ce W3non3sar
pdonoruaTa (knacud Kato cy6dep , aKo uma <5% HopmanHa
mopdonorus, um peprunnu (4, 5,15, 17)) u pesyntatsr o HBA® (knacuduupann kato
cy6depTunHi, ako umMa <80% cBbP3BaHe, MNKM (EPTUNHY). 3HAYMMOCTTA Ce TeCTBA CbC
CcTaTucTyecku Metop Ha Pearson Chi-kBagpar ¢ nomotwTa Ha codryep SPSS 3a Windows.
AHanu3bT nokassa, Ye pesyntarsr or HBA® e 3Hauumo Bbp3aH ¢ MopdonoruaTa 3a
ZlaHH! 0T KOMOUHUPaHUTE 1aHHU (33 BCMUKY TPH LieHTbpa), Tabnuua 2.
KombuHupaHuTe AaHHu noka3sat 406pa CneLMUUHOCT 1 MONOKUTENHU MPOTHOCTUYHI
CTOHOCTH, BBNPEKN Ye YyBCTBUTENHOCTTA e camo 40%. Mopagw ToBa, npu rpaHuia
<80% cBbp3BaHe, TecTbT HBA® 0TKpuBa Mo-Manko OT MoNoBUHATa NpobU ceMeHHa
TEUHOCT C JIeliCTBUTENHO Hilcka MOPQOTOra, Ho cpef MpobuTe, OTKPUTY KaTo TakwBa ¢
HUCBK pe3ynTat 3a HBA®, uma cunHa nporxo3a (>80%) 3a notwa mopgonorua.

UHTETPUTET B CPaBHEHWE C Te3u, KOWTO Ce CBBP3BAT C XUANYPOHaH — Te3u, KOUTO e Tabnuua 2
CBBP3BAT C XMaNyPOHaH, UMaT MHOTO MO-MarnKo PaskbCBaHuA Ha efHoBepuxHuTe IHK 3uaunm pezyrar o HBA' 32 Mopgororva
B CPaBHEHWE C Te3u, KOUTO He MoraT Aa Ce CBbp3Bar, (24) 1 4 B0 6 MbTH No-BMCoKa m 0
4ecToTa Ha xp T aH A (10, 11). 1 TTa Ha CepMaTo3ouauTe SCTCROBATENCKH| | e raymentioct | Cnewgmsoct ONOKIITe p=
(s pa cnief (Bbp Cxvanyp (6,7, 14). Taka cnocoGHocTTa 33 (Bbp3BaHe ue:TAbp o 2 769 npornocwgzn; ULLARE PRI
4 p 3penu cnep n Cbot Ha 3penute - : C /198 (NS)
el PA-r* 50 513 909 95,2 0,012
PMAT030/¥ N10Ka38a 3PENOCTTa Ha CrepmMaTo3ouanTe B Npo6ata eMeHHa TEYHOCT.

o A 52 54,2 786 684 0,015
MpeameTHo cTbKNo Ha HBA®:
MpeameTHoTo (TbKNO Ha HBA® MMa ABe AEHTUYHY TeCTOBI Kamepu C a 55 265 100 100 o0

y I 157 40,0 85,5 809 0,001

Ype3 Ha 6pos (BbP3aHM W HECBbP3aHM
(Nepmato3oMan B eaHa 06I.Lla obnact moxe Aa (€ U34NCIN CbOTHOLLIEHNETO Ha Te3u,
KOWUTO MOraT Aa ce (Bbp3Bart.

OJlaHHu 0T LieHTPOBeTe, MPeN3yMCIeHy 3a rpaHniHa CTOAHOCT <5% 3a Mopdonorusa
1 <80% 3a HBA®.
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(eMeuualTa”I Teu':ion T nﬁil:: ura ce monyun upe3 mactypbauus, 3a npeanounTaHe Onpea nas © AEES. tﬁ%rt RHT XA ﬁﬁ-gﬁﬁm ERENT
, 3 NG o
cnen 2-3 AHn a6cmuegumu, " jha ce chZpe B Em(r, X ):::)meﬁuep. (bx’:)aunsaﬁre A Hanpasere cnpagka | - Crepunuzaparo (amo3a 3a enHokparia BIRERENOERRMES 6%1‘)?&*?7( B, L.
npu 20-28°C 3a 30 MuHyTH, 3a Aa ce BTeyHu. MpobuTe, KOUTO Bce OLLe €@ BUCKO3HM B MHcTpyKyuute NoCPeACTBOM mpogecorania | ynotpeta; fla He ce HBA” ﬂzﬁm
cneg 30 MUHYTH, MoraT fia GbAaT paspeeni ¢ paeH o6em (peaa 3a paspexaane Ha 3aynorpeta ofmbusatie ynotpeba P HBA FE 5y (% ER) = R
Cnepmarto3ouan, Hanpumep YoBeluka Tybanta Teukoct (HTF). M3BbpLuete Tecta BbpXy [:E Rx 0n|y ® >80% &4 AR LS
npoﬁaTa cnepmaroonaum ao 3 yaca cnefl B3eMaHeto. <80 % %% ER?XL%D EEEJJJ%E IZ%{E&
MpepynpexpaeHna u npeAnasH1 MepKu: llacenasuHacyxo |[aHecectepwmaupa| poussoguten | Pedepenten Homep
1. (eMeHHama meyHocm e onacha u ¢ Hes mpsaGea da ce pabomu u mpa6ea da ce g TOBTOPHO TR
amo e pednas wepk 30 ‘1“ .‘ A= B V) = (BOZIAE M RIER T

GuonozusHo onaciu wamepuar. Hoceme pKasuyu, npednasku cpedcmea 3a odume @ MARY EZRTEM) WBENZERREMNRTROULTESHH

U 1a60pamopHa npecmuska, bekuyupaiime yenus omnadek u 20 i %%EP SEINBTFHAFRT — B WA ERSERRTE

6 iHep 30 onacku omnadasy Auctputyrop fonHo ao Konuuecrso Mapruen Homep (FigiRE) BLLBRMR., NEIMHRFOKREED 50 4
2. Heusnongaiime npedmemrume cmakia Ha HBA® 3a u360p Ha cnepmamo3oudu 3a ICSI @ (272 ] LOT T¥Zl§ . F B AR1E HBA® {55 FH i BRZE B 5 i R L 1T HBA® S04, B

unu IVF! lpedmemHume cmekna He ca cmepuniu, Ce0sp)am eHOOMOKCUHU U Mo2am RPN ERASF SR ABESER R ONE, EREBTE

0a 650am em6puOMOKCUYHU. 3aKynysaremo Ha mo3u Habop He dasa 'm3a BIENLETIES .

U360p Ha cnepuamo3oudu apxy npedmemu cmvkna Ha HBA®, CnpaoueH Homep | [la He ce u3non3ga, | lopHa TemnepatypHa Homep BEEARS (MBESES <% FXHEEETH. BNY
Coxpaneme: Ha eTukeTa aKo onakoBKata rpaHuLa Ha peaauma BB (4 5 15 17) FIHBA T4y (MMBLES <80%. J3% H{E
MpeametHuTe cTbkna Ha HBA® TpAGBa Aa e CbXpaHABAT B UMCTa, cyxa cpea npu 20-28°C. e nospe/ieHa /ifx °C Ha eTuKeTa EBH. EUABEESH) IVNERTRMTEIE, FIAFEH
HaspusBane Ha recr: 5P orWindows 540 X TR B AI B0 @ . 44T A" 39
NpenocraBeny matepuanu: HenpepocTraenu marepuani: PEHEEE (FE=Z/"HRFL) BENEENESZEE
MpeameTHu cTbkna 3a HBA®  Mukpockon ¢ yBenuuenite 400x Mpunoncksare | Anuporeio (no- | Heuntorokcdo: | Otopusupan 1%, F2
TlOKpHUBHU CTbKNA (TepyTHI, 3TBOPEHN C KaNauKH TecT enpyBeTki €AOCTbeH CTewUeH| MAKO OT T eAuHiua| - TeCTBaHO B OMMT | - npegCrasuTen HEREETERYNFREMAMTNE. EREERF

33 e/IHOKpaTHa yoTpeba 3anaptuaara €HIOTOKCUH CepHokneTbueH | B EBponeiickara 4%, BEIL. MEIEENTF <80% ZEARET. HBAS AMFAS I H /D
VHcTpyKum 3a ynotpe6a MexaHunuHo ycTpoiicTBo 32 GpoeHe CepTvdwKaT 3a aHanm3 Ha ) MUY eMOpHOH obuHoct F—EEREREERASE. BTSN H K HBA® TE49 FIEE
Ha npoaykTa YoeLuka TybanHa TeuHoct (HTF, Irvine Scientific, # ,::,.:j;,)) | WEA I EC |REP A AR (>80%),

Santa Ana, CA) unv aipyr npuemaus paspeauten 3a %2

cnepmarto3onau, cbabpxaty >0,50 mg/ml bentbk

®

zadné

Pokud neni p analyzu vzorku na jiné

e HER ﬂjﬁ HESHBEE = — desticce, abyste vysledek potvrdili. o
Am‘ﬂ EPID,H NI REUE | Y | IEHUNE p= Sporadicky se mohou vyskytnout defektni kryci sklitka s mfizkou na horni strané sklicka
Jéf 9'%5 }:'EEI)EH 01 42 769 842 0158 (N) misto na strané, kterd je v kontaktu se vzorkem. Pokud k tomu dojde, zopakujte analyzu
= m_,ot 50 | 513 90.9 95.2 0.012 snovym krycim sklickem. Kontaktujte svého distributora ohledné vjmény.
MFEERWM | 52 | 542 786 8.4 0015 Poku'd vramd potlta(: miizky nachan blLvIb|Ina vzduchu a brani spocitani spermii, zopakujte
BEMARMN | 55 25 100 100 0.01 analyzu s novou komirkou a krycim sklickem.
A/E 157] 400 85.5 80.9 0.001 Signifikance vysledkii:
y N o b . N Nizké skore HBA® znaci nizky podil zralych spermii v semenu, a tedy predikuje neplodnost.
i%fﬁ E&T%E% ¥ﬁ£§g<%of'u&%‘ HPHFRE. HILE Oproti tomu spermie vazici se na hyaluronan jsou schopné interakce s oocytem a jsou
) N ¢ asociovany s vysokou integritou genomu (11,14, 21, 24), které zlepuje kvalitu otcovského
FSEL pHspévku do zygoty. Schopnost vazby na hyaluronan odlisuje vysokou a nizkou funkéni
S5 (FH | E2TER | mEERR, | 82XEH, F integritu a fertilizacni schopnost.
W ARY KE EER NESFEH Pfi predikci fertility neni nutné, aby viechny spermie byly schopné vazat hyaluronan,
podil vazaci hyaluronanu ale musi dosahovat tcinné rovné, aby se dosahlo dobré
pravdépodobnosti fertility. Vyssi vazebna schopnost, nez je ticinna droven, pravdépodobné
déle fertilitu nezlepsuje. Na zakladé korelaci s normalni morfologii spermie je trover
RETFER |BEOEFES HIER . SRS potencidlu analyzy vazby hyaluronanu odliovat vyssi a nizsi ocekavanou fertilitu
g REF odhadovana na 80 %, tabulka 1.
‘T Tabulka 1
Interpretace vysledkii skore HBA®
2% |[XRETLAEE s Skore HBA" (% vazajicich) Interpretace
@a LOT igg zz vézaj{u:c: ldsorg\élr)izralloit afW{iTIogiiKéffurche
Rx Only vdzajcic nizend zralost a fyziologické funkce
EE LR gyt REBITRS Vykonnostni charakteristiky:
mer Studie srovnavajici vysledky skore HBA® s normalni morfologii spermif (striktni kritéria)
,ir byla provedena na vzorcich semene pacientd podstupujicich diagnostiku pro suspektni
ey — — = plodi pro tii IVF nebo andrologické laboratofe ve tiech statech (CT, CA a PA).
?tta'«*%m\ﬁ’«] TEBHMER %\ém\ﬂ@? 1. BMEV‘?&&W 1 kazdého pracovisté bylo ziskano alespoii 50 vzorkii; analyza HBA® byla provedena
(Caxians (FE¥ED BBI" 2R & v souladu s pokyny uvedenymi v navodu k pouziti desticek HBA®. Na pracoviitich byly
BE) KZ | T 1\/|\ W R J N ﬁﬁ[‘/}iéﬁ # piipraveny desticky a ty byly odeslany do stiediska, kde byly vSechny oskérovany jednim
R B KT pracovnikem.
%@m Data byla analyzovana pomoci dvoucestné kontingencni tabulky posuzujici vztah
- morfologie (lasifikovano jako subfertilni, pokud vzorek obsahoval <5 % normélni
Czech/Cesky morfologie, jinak jako fertilni (4, 5, 15, 17)) a skare HBA® (lasifikovano jako subfertilni,
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Poutiti:

Souprava HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay je urcena k poutiti jako soucast:

1. standardni analyzy semene v diagnostice suspektni muzské neplodnosti,

2. analyz pro stanoveni spravného postupu pi IVF Iécbé neplodnosti.

Souhrn:

V priibéhu piirozené fertilizace se zrald spermie vaze na hyaluronan, hlavni soucést matrix
cumulus oophorus; nezrald spermie se nevéze (3,9, 13, 14,19, 21).

Irald spermie se také vaze na hyaluronan chemicky navazany na podlozku (9, 10), napfiklad
na hyaluronanem potazené sklenéné desticky, které tvofi soupravu HBA®. Pfi prohlizeni
pod mikroskopem Ize navazané spermie rozeznat od nenavézanych podle toho, Ze se jejich
biciky pohybuiji, ale jejich hlavicky nevykazuji z&dné prudké pohyby.

Navdzani na hyaluronan indikuje Uspésné dokonceni spermiogeneze zprostedkované
chaperonovym proteinem HspA2 (1, 2, 8). Pfi absenci chaperonu miize dojit k poruse
meiozy, reparaci DNA, vazbé na hyaluronan a dalim kroktim vyzravani spermii.

Spermie neschopné vazby na hyaluronan maji mnoho spolecnych znakii nezralosti:
uchovavaji si cytoplazmu a histony (9) vykazujl'vysokou frekvenci morfologickych aberaci

vykazu;l méné zlomd jednovldknové DNA nez nevazadi (24) a 4- az 6krat nizsi frekvenc

pokud vzorek obsahoval <80 % vazajicich, jinak jako fertilni). Signifikance byla testovana

96 Bundet = 100X Bundne motile szdceller

Bundne motile seedceller + ubundne motile seedceller
Eksempel:
Der blev talt 89 ubundne, motile sedceller ved at tlle 100 gitterfirkanter.

Umiddelbart bagefter blev der talt 27 bundne, motile sadceller i 100 gitterfirkanter.
23 9% Bundne=100X 27 Bundne motile sadceller

27 Bundne motile sedceller + 89 Ubundne motile sedceller
Analysens ngjagtighed:
Analysens ngjagtighed afhanger af antallet af talte sedceller. Jo flere sadceller, der er
talt, jo lavere er variansen. Det anbefales at taelle mindst 100 motile saedcelleri alt; der skal
taelles mindst 30 motile saedceller i alt, for at resultaterne er acceptable.
I'en undersggelse af variabiliteten i og blandt tre partier objektglas blev enkelte szedprover
analyseret i replikater af analyseobjektglas. Med en normal prave, hvor der blev talt cirka
196 saedceller pr. replikat, var resultatet (gennemsnit (% bundne)/CV'er (%)/og antallet af
replikater): (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10). Med en unormal oligosaedprave, hvor der
blev talt cirka 41 sadceller, var resultatet: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10).
Kvalitetskontrol:
Frisk moden sad kan bruges til at pavise bindingen af sedceller til hyaluronan; det er
dog ikke muligt at kebe friske szedkontroller. Brugere opfordres til at etableres deres egne
kilder af frisk kontrolseed og udvikle en tilknyttet historik af normale og unormale HBA®-
resultater.
Saedcellernes binding til hyaluronan pavirkes ikke af, at seden fryses og tes op (16,
20, 25). Pa samme made bindes sed, som enten er behandlet ved “swim up” eller ved
gradientbehandling, normalt til hyaluronan.
Forventede resultater:
Procentdelen af hyaluronanbundne saedceller ligger i alt vaesentligt mellem 0 og 100 %.
| en undersogelse af 157 saedprover fra patienter, som blev diagnosticeret ved mistanke
om sterilitet, viste den averste halvdel af praverne en gennemsnitlig HBA®-score pa 93 +
2,6 % binding. Den nederste halvdel havde en HBA®-score pd mellem 88 % og nul binding
med en gennemsnitlig binding pé 70 + 18 %. Cirka 1 % af disse praver viste ingen paviselig
binding til hyaluronan.
Saedbehandling (“swim-up’, gradient) kan @ndre andelen af HA-bindere i en sedprave.
Begransninger og fejlfinding:
Brug kun frisk szed, som er mindre end tre timer gammel.
Det skal vaere muligt at taelle mindst 30 motile sedceller i praven. Hvis der er mindre end
30 sedeeller i gitteret, skal du montere et mikroskoptradkors eller tzlle pa hinand

folgende mikroskopfelter for at gare det muligt at undersage et omrade, som er stort nok

statistickou metodou Chi-kvadrat pomoci softwaru SPSS pro Windows. Analyza prokézal
Ze skére HBA® je vyznamnym zpiisobem zavislé na morfologii pro data z kombinovanych
dat (v3echna tfi pracovisté), tabulka 2.

Kombinovana data prokazala dobrou speificitu a pozitivni prediktivni hodnoty, ackoli
senzitivita byla pouze 40 %. Z toho diivodu pii hodnoté cutoff <80 % vazajicich detekuje
analyza HBA® méné nez polovinu vzorki se skutecné patologickou morfologii, ale u téch,
které byly oznaceny nizkym skore HBA®, existuje silnd predikce (>80 %) patologické
morfologie.

Tabulka 2
Zavislost skore HBA™ na morfologii
Studiqyé_ ¢ | senzitvita | Spedifcita Pozitivni prediktivni p=
pracovisté hodnota
PA 50 [ 432 76,9 842 0,198 (NS)
PA- 50 [ 513 90,9 952 0,012
CA 52 542 78,6 68,4 0,015
a 55 26,5 100 100 0,01
Kombinovana | 157 [ 40,0 855 80,9 0,001

{OData pracovisté piepocitana s hodnotou cutoff <5 % pro morfologii a <80 % pro HBA®.

Definice symboli

il at evaluere mindst 30 motile (bundne og ubundne) saedceller. Du kan ogsa koncentrere

praven og analysere koncentratet igen.

Kontroller altid, at proven er pafort objektglassets belagte side. Den belagte side vender

opad, ndr “HYDAK® HBA” fremstar tydeligt. Hvis s@den og daekglasset pafares den

ubelagte side, vil det se ud, som om saeden ikke binder, eller seeden kan se immotil ud, hvis

daekglasset er blevet presset hardt ned.

Hvis der ikke observeres blndmg, skal proven analyseres igen pa et andet
bjektglas for at bekraft

Det sker, at der forekommer defekte daekglas, hvor gitteret er markeret oven pa glasset

i stedet for pa den side, der er i kontakt med proven. Hvis dette er tilfeeldet, skal analysen

gentages med et nyt deekglas. Kontakt distributoren for at & erstatningsglas.

Hvis en lufthoble forhindrer teelling i optaellingsgitteret, skal analysen gentages med et

nyt kammer og deekglas.

Resultaternes signifikans:

En lav HBA®-score er tegn pé en lav andel af modne sadceller i s&eden og tyder derfor

pé sterilitet. Hyaluronanbindende sad er derimod i stand til at pavirke oocytten og er

forbundet med hgj genomisk integritet (11, 14, 21, 24), hvilket forbedrer kvaliteten

af faderens bidrag til zygoten. Hyaluronanbinding differentierer hgj og lav funktionel

integritet og fertilitetspotentiale.

2. Gebruik HBA®-glaasjes niet voor het selecteren van sperma voor ICSI of IVF! De glaasjes
zijn niet steriel. Ze bevatten endotoxinen en kunnen embryotoxisch zijn. Aanschaf van
deze kit betekent niet dat u spermaselectie op HBA®-glaasjes kunt uitvoeren.

Bewaren:

HBA®-glaasjes moeten worden opgeslagen in een schone, droge omgeving op een

temperatuur van 20-28 °C.

Het onderzoek uitvoeren:

Meegeleverd: Niet meegeleverd

HBA®-glaasjes  Microscoop met 400x vergroting

Afdekplaatjes ~ Steriele met dop voor eenmalig gebruik

Instructies voor Mechanische teller

gebruik van het Verdunmngsvloelstof (HTF Irvine Scientific, anta Ana, CA) of andere

product g met een eiwitgehalte van >0,50 mg/ml

Wegwerphandschoenen voor het hanteren van de monsters
Timer/klok

Pipet 2-10 pl, pipetpuntjes voor eenmalig gebruik

Microsc dkruis voor gebiedsafbakeni

Stap-voor-stap procedure:

1. Voer het onderzoek uit bij een temperatuur van 20-30 °C.

2. Plaats sperma in een analysekamer.

Meng het monster onmiddellijk voor gebruik en breng met behulp van een pipet een
druppel van 7-10 pl aan in het midden van de analysekamer.

3. Breng onmiddellijk het afdekplaatje aan: vermijd insluiting van luchtbellen.

Het afdekplaatje is voorzien van een raster met 100 vakjes van 0,1 x 0,1 mm binnen
een kijkcirkel. Breng het afdekplaatje aan met de cirkel naar boven. Vermijd luchtbellen
door een van de randen van het afdekplaatje tegen de rand van de kamer te zetten,
daarbij een hoek vormend zoals die van de bladen van een scharnier (Afbeelding 1);
laat de tegenoverliggende rand van het afdekplaatje langzaam zakken, als het ware
het scharnier sluitend; wanneer het afdekplaatje dicht bij het glaasje komt, raakt het
plaatje de druppel (Afbeelding 2); laat het afdekplaatje verder zakken zonder het los te
laten; laat het afdekplaatje pas los wanneer de cirkel volledig wordt beslagen door het
monster (Afbeelding 3); centreer de cirkel uiteindelijk boven de kamer.

Afbeelding 1: Contact tussen afdekplaatje en glaasje:

Afbeelding 2: Contact tussen afdekplaatje en monster:

Afbeelding 3: Afdekplaatje op zijn plaats:

4. Laat het kweekje ten minste 10 minuten maar niet meer dan 20 minuten staan. Tel het
aantal ongebonden, beweeglijke spermacellen en het aantal gebonden, beweeglijke
spermacellen binnen hetzelfde aantal rastervakjes (oppervlak).

Na 10 minuten is alle sperma in contact gekomen met en gebonden aan de
onbeweeglijke hyaluronanlaag. Na 20 minuten beginnen zwakke beweeglijke
spermacellen hun beweeglijkheid te verliezen.

Gebonden beweeglijk sperma heeft geen progressieve beweging meer, maar de staart
blijft slingeren. Dode en onbeweeglijke spermacellen vertonen geen staartbeweging.
Niet-gebonden beweeglijke spermacellen zwemmen vrij rond.

Een nauwkeurige analyse wordt bereikt wanneer de som van gebonden en
niet-gebonden beweeglijke spermacellen tussen de 100 en 200 bedraagt. Tel
de meest; de klasse (gebonden of niet gebonden) van beweeglijke
spermacellen tot ten minste 100 spermacellen of 100 rastervakjes zijn geteld. Tel
vervolgens onmiddellijk de andere klasse beweeglijke spermacellen binnen hetzelfde
aantal rastervakjes.

Het zal niet altijd mogelijk zijn 100 beweeglijke spermacellen te vinden in een
spermamonster, met name bij oligospermische monsters.

5. Bereken het percentage HA-gebonden spermacellen.

Het percentage spermacellen dat zich heeft gebonden aan de hyaluronanlaag wordt
berekend:

% gebonden =100 X

Gebonden beweeglijke sp

Gebonden beweeglijke spermacellen + Niet-gebonden
beweeglijke spermacellen

Tijdens het tellen van 100 rastervakjes werden 89 niet-gebonden beweeglijke
spermacellen geteld. Onmiddellijk daarma werden 27 gebonden beweeglijke

27 Gebonden beweeglijke spermacellen

27 Gebonden beweeglijke spermacellen +
89 Niet-gebonden beweeglijke spermacellen

chromozomélnich aneuploidit (10, 11). Pfi vazbé na h jesti
spermie (6, 7, 14). Schopnost vazby na hyaluronan tedy oznacuje zralé spermle a podil
zralych spermii indikuje zralost spermii ve vzorku semene.

Desticka HBA®:

Desticka HBA® obsahuje dvé shodné analytické komdrky potazené
Spocitanim navazanych a nenavazanych pohyblivych spermii na celé plose Ize vypocitat
podil vazaci.

0dbér a priprava vzorku:

Semeno by mélo byt ziskano masturbaci po 2-3 denni sexualni abstinenci. Odeberte jej do

(isté, suché nddoby. Ponechejte jej po dobu 30 minut pfi teploté 20—28 °C, aby doslo k jeho

zkapalnéni. Vzorky, které jsou i po 30 minutdch stale viskézni, Ize rozpustit ve stejném

objemu spermatického dilu¢niho roztoku, jako je lidska tubémi tekutina (HTF). Analyzu
vzorku semene provedte do 3 hodin od odbéru.

Varovani a bezpecnostni opatfeni:

1. Semeno je rizikovd tekutina a pfi jeho manipulaci a jeho likvidaci je tfeba aplikovat béznd
bezpecnostni opatieni pro infekcni a biologicky rizikovy materidl. PouZivejte rukavice,
ochranu zraku a laboratorni pldst. Veskery odpad dezinfikujte a vyhodte jej do kontejneru
na biologicky rizikovy materidl.

2. Desticky HBA® nepoutzivejte k vybéru spermif pro ICSI ani IVF! Desticky nejsou sterilni,
obsahuji endotoxiny a mohou /]yr embryotaxi(ke’. Ndkup této sady vds neopraviiuje

Uchovavani:

Desticky HBA® by mély byt uchovavany v Cistém a suchém prostiedi pfi teploté 20-28 °C.

Provadéni analyzy:

y Nedodavany material:

desticky HBA®; mikroskop se 400ndsobnym zvétsenim;

kryci sklicka; jednordzové sterilné uzaviené zkumavky;

ndvod k poutziti mechanické pocitaci zafizeni;

produktu. lidska tubarni tekutina (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA)
nebo jiny piijatelny roztok na fedéni spermii s obsahem proteinu
>0,50 mg/ml;
jednordzové rukavice pro manipulaci se vzorkem;
casovac/hodiny;
pipeta dodavajici 2—10 pl, jednorazové pipetové Spicky;
opticka miizka pro mikroskop.

Postup:

1. Analyzu provadéjte pri teploté 20-30 °C.

2. Napliite analytickou komiirku semenem.
Vzorek bezprostiedné pred pouzitim promichejte a napipetujte kapku o objemu
7-10 pl do stiedu analytické komdrky.

3. Okamzité poté ji piikryjte krycim sklickem: zamezte vzniku vzduchovych bublinek.
Kryci sklicko v rdmci zomého kruhu obsahuje mfizku o 100 ctvercich o velikosti
0,1 x 0,1 mm. Kryci sklicko umistéte kruhem vzhiiru. Vzniku vzduchovych bublinek
zabrénite ndsledujicim postupem: jednou hranou kryciho sklicka se dotknéte hrany
komiirky, ¢imz vytvofite Ghel pfipominajici dvé ramena pantu (obrazek 1). Pomalu
pokladejte protéjsi hranu kryciho sklicka. Kdyz je kryci sklicko jiz velmi blizko desticce,
dojde ke kontaktu s kapkou vzorku (obrazek 2); pokracujte v pokladani kryciho sklicky,
aniz byste jej pustili. Pustte jej teprve tehdy, kdyz je kruh zcela pokryt vzorkem
(obrazek 3); nakonec vyrovnejte stfed kruhu nad stredem komiirky.
Obrazek 1: Kontakt desticky s krycim sklickem:
Obrazek 2: Kontakt kryciho sklicka se vzorkem:
Obrazek 3: Spravné nasazené kryci sklicko:

4. Komirku inkubujte minimalné 10 a maximalné 20 minut. Spocitejte nenavazané
pohyblivé spermie a navézané pohyblivé spermie ve stejném poctu tvercii mifzky
tj. na stejné plose).
Po 10 minutéch se vechny spermie dotknou imobilizované hyaluronanové vrstvy
anavazi se na ni. Po 20 minutach zacnou slabé pohyblivé spermie ztracet pohybl
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gheid van de analyse staat in verhouding tot het aantal getelde spermacellen.

analysen derfor mindre end halvdelen af seedproverne med virkelig lav morfologi, men

Hoe meer spermacellen worden geteld, des te lager de variantie. Tel bij voorkeur ten minste
in totaal 100 beweeglijke spermacellen; resultaten zijn aanvaardbaar wanneer ten minste

Tijdens een onderzoek naar de variabiliteit binnen en tussen drie sets geprepareerde
glaasjes, werd hetzelfde spermamonster geanalyseerd op verschillende analyseglaasjes.
Bij een normaal monster, waarbij circa 196 spermacellen per glaasje werden geteld,
bedroegen de resultaten (gemiddelden (% gebonden)/CV's (%)/en aantal herhalingen):
(86,9, 85,5, 85,0/ 4, 5,4/ 20, 10, 10). Bij een abnormaal, oligospermisch monster, waarbij
circa 41 spermacellen per glaasje werden geteld, bedroegen de resultaten: (59,0, 55,8,

Verse rijpe spermacellen kunnen worden gebruikt om de HA-binding van het sperma te
demonstreren; vers sperma voor controledoeleinden is echter niet in de handel verkrijgbaar.
Gebruikers wordt aangeraden een eigen bron van vers sperma voor controledoeleinden te
vinden en een historie aan te leggen van normale en abnormale HBA®-scores.

De HA-binding van spermacellen wordt niet beinvloed door het invriezen en ontdooien van
het sperma (16, 20, 25). Evenzo binden spermacellen die zijn verwerkt door middel van

Dali informace NepouZivejte, | Certifikat analyzy pro | Jedi Ved pavisning af fertilitet er det ikke nadvendigt, at alle sperma kan binde hyaluronan,
naleznete vnavodu | pokudje baleni |danou arzik dispozici|  nepouZivejte men andelen af hyaluronanbindere skal have net et effektivt niveau for at opnd en god Voorbeeld:
k pouziti poskozené na pozadani opakované sandsynlighed for fertilitet. Binding over det effektive niveau forbedrer sandsynligvis ikke
I::E-:I fertiliteten yderligere. P4 basis af sammenhangen med normal seedmorfologi anslas det
® niveau for analyse af hyaluronanbinding, som differentierer en hoj forventning om fertilitet spermacellen geteld in de 100 rastervakjes.
" — - "I fra en lav forventning om fertilitet, at veere omtrent 80 % (se Tabel 1).
UerUJte vsuchu Neresterilizujte Vyrobce Referencni ¢islo Tabel 1 23 % Gebonden = 100 X
T @ “ Fortolkning af HBA -scoreresultater
ek HBA'-score (% binding) Fortolknini Nauwkeurigheid van de anal
Sterilizovéno Homniteplotni | Pouze pro odboné | Referencni éislo >80 % binding Normal modning og fysiologisk funktion De nauwk
ozdfenim hranice poufiti Stitku <80 % binding Nedsat modning og fysiologisk funktion
/lf = Rx On |y Ydeevnekarakteristika: . "
- En undersagelse, der sammenligner HBAS-scoreresultater med normal szdmorfologi 30 beweeglifke spermacellen zin geteld.
Distributor Mnozstvi Pouzijte do Revizni &islo stitku (strenge kriterier), blev udfart med sadprover fra tre IVF- eller andrologilaboratorier
i - i tre stater (CT, CA og PA), med patienter med mistanke om sterilitet. Der blev udtaget
g mindst 50 prover fra hvert sted, og HBA®-analysen blev gennemfort pa stedet i henhold til
- HBA®-brugervejledningen. Morfologiske objektglas blev klargjort pé stedet og sendt til et
Cislo Sarze Apyrogenni (méné | Necytotoxické: Autorizovany centralt sted, hvor deres score blev beregnet af en enkelt person.
LOT nez 1 jednotka testovano na zdstupce pro Dataene blev analyseret ved hjlp af en tovejs kontingenstabel ved brug af morfologi
endotoxinuna | Tbunécném mysim Evropské (klassificeret som subfertil, hvis der var <5 % normal morfologi, og ellers fertil (4, 5, 15, 58,4/18,34,17/20,10,10).
zafzen]) embryu spolecenstvi 17)) og HBA®-score (Klassificeret som subfertil, hvis der var <80 % binding, ellers fertil). ~ Kwaliteitsborging:
%»E m Signifikans blev testet med Pearson Chi-kvadreret statistik ved brug af SPSS til Windows-
software. Analysen viste, at HBA®-scoren var signifikant relateret til morfologi for data fra
Danish/Dansk de kombir_lerede data (allg tre steder) (sg Ta.bel 2). N . !
Europausk patent nr. 1056336 DBP/69924472.2 De lfolnfblnerede data viste god speaﬁfltet 0g .po?tlve forudlmg.elsesva?rdler, selvom
. . sensitiviteten kun var 40 %. Ved en skaeringsvaerdi pa <80 % hinding registrerer HBA®-
g g: HBA®Sperm-Hy Binding Assay

blandt dem, der blev registreret med en lav HBA®-score, er der en stark g
(>80 %) af darlig morfologi.

op: of gradiéntpreparatie zich gewoon met hyaluronan.

Verwachte resultaten:

Het percentage HA-gebonden spermacellen varieert in beginsel tussen geen en

100% binding. Bij een onderzoek van 157 spermamonsters van patiénten waarbij

onvruchtbaarheid werd vermoed, vertoonde de bovenste helft van de monsters een
iddelde HBA®-score van 93 + 2,6% binding. De onderste helft bevatte HBA®-scores

Fax: +44 161903 9787
Tilsigtet brug:

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay er indiceret til brug som komponent til:

1. standardanalyse af seed til di icering ved mistanke om sterilitet hos maend.

2. analyser til bestemmelse af det rette forlgh af IVF-behandling af sterilitet.

Oversigt:

Ved naturlig befrugtning binder modne sedceller sig til hyaluronan, som er
hovedkomponenten i cumulus oophorus-matricen; umodne saedceller bindes ikke (3, 9,
13,14,19,21).

Modne sadceller binder sig ogsa til hyaluronan, som er kemisk fastnet til en stotte
(9, 10), f.eks. de hyaluronanbelagte objektglas, som indgar i HBA®-saettet. Set i

tussen 88% en geen binding. Het gemiddelde bedroeg 70 + 18% binding. Circa 1% van
deze monsters vertoonde geen waarneembare binding met hyaluronan.
Spermapreparatie (opzwemmen, gradiént) kan het percentage HA-binders in een

Tabel 2
Significance of HBA" Score to Morphology
Ind | ) < i Positiv praediktiv _
L g N Specificitet vagr di p=
PA 50 432 76,9 84,2 0,198 (NS)
PA-r® 50 513 90,9 95,2 0,012
CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015
a 55 26,5 100 100 0,01 sper
Kombi 157 40,0 85,5 80,9 0,001 Beperki en probl I

(Data fra stedet beregnet igen med en skaeringsvaerdi pa < 5 % for morfologi og < 80%
for HBA®.

differentierer bundne sadceller sig fra ubundne saedceller ved haler, der slar, og hoveder,
som ikke bevaeger sig fremad.
Hyaluronanbinding indicerer vellykket gennemfrelse af spermiogene handelser, som er

Gebruik uitsluitend vers sperma, minder dan drie uur oud.

Het monster moet ten minste 30 beweeglijke telbare spermacellen bevatten. Als minder
dan 30 spermacellen voorkomen op het raster, kunt u een draadkruis in de microscoop
plaatsen of verschillende opvolgende microscoopvelden tellen om de inspectie van een
gebied mogelijk te maken dat groot genoeg is om ten minste 30 beweeglijke (gebonden
plus ongebonden) spermacellen te tellen. In plaats hiervan kunt u ook het monster
concentreren en het geconcentreerde monster opnieuw analyseren.

Vergewis u er altijd van dat het monster is aangebracht op de gecoate zijde van het glaasje.
De gecoate zijde bevindt zich naar boven wanneer de tekst “HYDAK® HBA" duidelijk kan
worden gelezen. Als de sperma en het afdekplaatje aan de ongecoate zijde worden

ht, wordt geen sper Als het afdekplaatje hard
is aangedrukt, oogt het sperma wellicht onbeweeglijk.

formidlet ved hjeelp af HspA2-chaperoneproteinet (1, 2, 8). Ved fravaer af chap kan
der forekomme underskud af meiose, DNA-reparation, hyaluronanbinding og andre trin
imodningen af szdceller.

Saedceller, som ikke er i stand til at binde hyaluronan, viser mange tegn pa manglende
udvikling: de fastholder cytoplasma og histoner (9), de viser en hgjere frekvens af atypisk
morfologi (18, 22, 23), og de har en lavere k integritet end f -
hyaluronanbindere har betydeligt feerre enkeltstrengede brud pa DNA end ikke-bindere
(24) og en fire til seks gange lavere hyppighed af kromosomal aneuploidi (10, 11).
Saedcellers motilitet stimuleres som folge af hyaluronanbinding (6, 7, 14). Evnen til at
binde hyaluronan tyder sdledes pd modne sadceller, og andelen af modne sadceller
angiver graden af seedcellernes modning i en seedprave.

HBA®-objektglas:

HBA®-objektglasset har to identiske hyaluronanbelagte analysekamre. Ved at talle
bundne og ubundne motile szdceller i et almindeligt omrade, er det muligt at beregne
andelen af bindere.

Navézané mobilni spermie ustanou v prudkych pohybech, ale uchovaji si pohyb biciku.
Mrtvé a nepohyblivé spermie nevykazuji zadny pohyb biciku. Nenavazané pohyblivé
spermie plavou volné kolem.

F gning og klargaring

Seed opnds ved masturbation, helst efter 2-3 dages afholdenhed, og opsamles i en ren,
tor beholder. Seeden opbevares ved 20-28 °C i 30 minutter, indtil det er flydende. Prover,
som stadlg er tyktflydende efter 30 minutter, kan fortyndes i en tilsvarende maengde

Analjzu Ize povazovat za presnou, pokud je vysledek souctu dzanych
a nenavazanych pohyblivych spermii mezi 100-200. Spocitejte prevladajici tfidu
pohyblivych spermii (navazané nebo é), dokud ned poctu alespoi

100 spermii nebo dokud nesectete alespoii 100 ctvercli miizky. lhned poté spocitejte
druhou tiiidu pohyblivych spermii ve stejném poctu ctvercti mfizky.
Nemusi byt vzdy mozné nalézt ve vzorku semene 100 pohyblivych spermii, zvlasté pak
u oligospermickych vzorkd.
5. Vypottéte procento spermii vaZicich se hyaluronan.
Procento spermii vazicich se na hyaluronan Ize vypocitat podle nasledujiciho vzorce:
Navdzand pohyblivd spermie

9% navdzanych =100 X
Navdzand pohyblivd spermie + nenavdzand pohyblivd spermie

Priklad:
Sectenim 100 Ctverc miizky byl ziskdn pocet nenavézanych 89. lhned poté bylo ve
100 ¢tvercich mizky napocitano 27 navazanych pohyblivych spermii.

23 %navézanjch = 100X 27 navdzanych pohyblivych spermii

27 navdzanych pohyblivych spermii + 89 nenavdzanych
pohyblivych spermii

Pfesnost analyzy:
Prresnost analyzy zavisi na poctu sectenych spermii. Vy3si pocet sectenych spermii znamend
nizsi odchylku. Doporucované mnozstvi je minimalné celkem 100 pohyblivych spermii.
Vysledek Ize akceptovat, pokud bylo secteno alespori 30 pohyblivjch spermii.
Pri stanovovani variability u tfi produkénich SarZi desticek byly jednotlivé vzorky
semene analyzovény v repliktech analytickych desticek. U normalniho vzorku, kde
bylo napocitano priblizné 196 spermii na jeden replikat, bylo dosazeno téchto vysledki
(priimér (% vazanych)/CV (%)/a pocet replikati): (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10).
U abnormélniho, oligospermického vzorku, kde bylo napocitano priblizné 41 spermii na
replikat, bylo dosazeno téchto vysledki: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34,17/20, 10, 10).
Kontrola kvality:
K demonstraci vazby spermii na hyaluronan lze pouzit Cerstvé, zralé semeno; kontrolni
vzorky Cerstvého semene viak nejsou komeréné dostupné. Uzivatelim doporucujeme
zajstit si vlastni zdroje kontrolnich vzorkii cerstvého semene a vytvoit si historii zaznami
normalnich a abnormalnich vysledki test pomoci desticek HBA® (skére HBA®).
Schopnost spermii vézat se na hyaluronan se mrazenim a rozmrazovénim semene neméni
(16, 20, 25). Podobné se na hyaluronan normalné vazou spermie, které byly pi pfipravé
zpracovany vypl im nebo pomoci
Ocekavané vysledky:
Procento spermii vaZicich se na hyaluronan se pohybuje v rozsahu od téméF nula k téméf
100 %. Ve studii zahrujici 157 vzorkii semene od pacientd diagnostikovanych pro
suspektni neplodnost vykazovala hori polovina vzorkii priimémé skére HBA® 93 + 2,6 %
vézajicich. Dolni polovina méla skore HBA® od 88 % az po nula vazajicich, primér byl
70 + 18 % vazajicich. Priblizné 1 % téchto vzorkii vykazovalo nedetekovatelnou vazbu
na hyaluronan.
Pri pfipravé semene (vyplavovéni, gradient) mize dojit ke zméné podilu HA vazacii ve
vzorku semene.
Omezeni a feseni potizi:
Poutzivejte pouze Cerstvé semeno, ne starsi nez 3 hodiny.
Ve vzorku by mélo byt mozné secist alespori 30 pohyblivych spermii. Pokud se v mfizce
vyskytuje méné nez 30 spermii, nainstalujte na mikroskop optickou mfizku nebo postupné
sectéte jina mikroskopicka pole. Timto zpiisobem miZete prohlédnout dostatecné velkou
oblast a zhodnotit alespoii 30 pohyblivych (navdzanych + nenavdzanych) spermii.
Pripadné mizete vzorek koncentrovat a provést novou analyzu na koncentratu.
Vzdy se ujistéte, Ze byl vzorek aplikovén na potazenou stranu desticky. Desticka je otocena
potazenou stranou vzhiiru, pokud je napis ,HYDAK® HBA” dobre citelny. Pokud semeno
a krydi sklicko aplikujete na nepotazenou stranu, ziskéte obraz bez navézanych spermii.
V pripadé, ze bylo kryci sklicko pritlaceno prilis silné, spermie se také mohou jevit jako
nepohyblivé.

@

I die, f.eks. human tubal vaeske. Analysen af sedpraven skal foretages
inden for 3 timer efter indsamling.
Advarsler og forholdsregler:
1. Sad er en fur/lg vaeske og skal handteres og bortskaffes i henhold til normale
ikkerhed for smittefarlige, biologisk farlige materialer. Brug handsker,
ojenbeskyttelse og kittel. Desinficer alt affald, og bortskaf det i en beholder til biologisk
farligt materiale.
2. Brug ikke HBA®-objektglas til udvaelgelse af szd til ICS] eller IVF! Objektglassene er ikke
sterile men indeholder endotoksiner og kan vaere embryotoksiske. Dette saet md ikke kabes
med henblik pd udvalgelse af seedceller pd HBA®*-objektglas.

Opbevaring:
HBA®-objektglas skal oph irene, torre omgivelser ved 20-28 °C.
Udfarelse af analysen:

Vedlagte materialer: Materialer, der ikke er vedlagt:
HBA®-objektglas Mikroskop med en 400x forstarrelse
Daekglas Sterile engangsproveglas med ldg

g Y g

til produktet Human tubal vaeske (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA) eller

en anden godkendt seedfortynder indeholdende >0,50 mg/

mL protein

Engangshandsker til handtering af praver

Timer/ur

Pipette til levering af 2-10 L, engangspipettespidser

Mikroskoptradkorsafbildingsomrade

Procedurens trin:

1. Udfer analysen ved 20-30 °C.

2. Fyld et analysekammer med saed.

Umiddelbart for brug skal du blande praven og pipettere en drabe pa 7-10 pL midt
pa analysekammeret.

3. Leeg straks et daekglas over: undgad, at der dannes bobler.

Daekglasset har et gitter med 100 firkanter pa 0,1 x 0,1 mm i en observationscirkel.
Monter dakglasset med cirklen pegende opad. Undga luftbobler ved at sxtte
daekglassets ene kant ind mod kammerets kant, s der dannes en vinkel som to arme
pa et hangsel (Figur 1); saenk langsomt daekglassets modsatte kant, sd haengslet
lukkes — nar dakglasset er meget taet pa objektgl berorer det provedrab
(Figur 2); fortseet med at senke daekglasset uden at slippe det; slip daekglasset, nar
cirklen er helt daekket med prave (Figur 3); centrer til slut cirklen over kammeret.
Figur 1: Kontakt mellem dakglasset og objektglasset:

Figur 2: Kontakt mellem dakglasset og praven:

Figur 3: Daekglasset pa plads:

4. Inkuber kammeret i mindst 10 minutter og hejst 20 minutter. Tzel de ubundne, motile
seedceller og de bundne, motile seedceller i det samme antal gitterfirkanter (omrade).
| lobet af 10 minutter vil al szden komme i kontakt med og binde sig til det
immobiliserede hyaluronanlag. Efter 20 minutter kan svage, motile sedceller blive
mindre motile.

Bundne motile szedceller vil ophore med at bevaege sig fremad men fortsaette med at
sla med halen. Dade og ikke-motile sedceller bevaeger ikke halen. Ubundne, motile
seedceller svgmmer frit omkring.

Analysen er praecis, nar summen af bundne og ubundne motile saedceller er mellem
100 0g 200. Teel den dominerende klasse (bundne eller ubundne) af motile sadceller,
indtil der er talt mindst 100 saedceller eller 100 gitterfirkanter. Teel straks den anden
klasse af motile saedceller i det samme antal gitterfirkanter.

Det vil ikke altid veere muligt at finde 100 motile seedceller i en sedprave; dette geelder
iser i oligosedprover.

5. Beregn procentdelen af hyaluronanbindende saedceller.

Procentdelen af saedceller, som binder sig til hyaluronanlaget, beregnes:
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Beoogd gebruik:

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay is geindiceerd voor gebruik als component van:

1. standaardanalyse van sperma bij de diagnose van het vermoeden van
onvruchtbaarheid bij mannen.

2. analyse voor het bepalen van de juiste benadering voor IVF-behandeling in geval van
onvruchtbaarheid.

Samenvatting:

Wanneer geen binding wordt waargenomen, herhaalt u de analyse op de
andere zijde van het glaasje om het resultaat te controleren.

Het kan een enkele keer voorkomen dat het raster op de bovenzijde van het afdekplaatje
is geétst in plaats van op de zijde die in contact komt met het monster. Herhaal de analyse
in dat geval met een nieuw afdekplaatje. Neem contact op met de distributeur voor
vervangende afdekplaatjes.

Als het tellen wordt belemmerd door een luchtbel binnen het telraster, herhaalt
u de analyse met een nieuwe kamer en een nieuw afdekplaatje.

Betekenis van het resultaat:

Een lage HBA®-score duidt op een laag percentage rijpe spermacellen in het sperma
en duidt derhalve op onvruchtbaarheid. HA-bindende spermacellen, daarentegen,
zijn competent in de interactie met de odcyt en worden geassocieerd met een hoge
genome integriteit (11, 14, 21, 24), hetgeen de kwaliteit van de paternale bijdrage aan
de zygote verhoogt. HA-binding onderscheidt hoge en lage functionele integriteit en
bevruchtingsvermogen.

Bij het voorspellen van vruchtbaarheid is het niet nodig dat alle spermacellen in staat zijn
zich te binden met hyaluronan, maar moet het percentage HA-binders voldoende hoog zijn
om een goede waarschijnlijkheid van vruchtbaarheid te bereiken. Een bindingspercentage
boven het voldoende niveau verhoogt de kans op vruchtbaarheid waarschijnlijk niet verder.
Op basis van correlatie met normale spermamorfologie, bedraagt het HBA-niveau dat een
hogere vruchtbaarheidsverwachting scheidt van een lagere vruchtbaarheidsverwachting
naar schatting circa 80% (zie tabel 1).
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Sihtotstarve

HBA® spermide ja hiialuronaani seondumistest on ette nahtud kasutamiseks:

1. standardsel spermaanaliiiisil meeste viljatuse kahtluse korral seisundi diagnoosimisel;

2. analiiisideks viljatuse ravis dige IVF (in vitro viljastamine) ravimeetodi valimisel.

Kokkuvéte

Loomuliku viljastamise korral seondub kiips sperm hiialuronaaniga, mis on cumulus

oophoruse struktuuri peamine komponent; mittekiipsed spermid seonduda ei suuda (3, 9,

13,14,19,21).

Kiipsed spermid duvad ka hiial iga, mis on keemiliselt ki i tugialuse

kiilge (9, 10), nagu néiteks HBA® komplekti kuuluvad hiialuronaaniga kaetud klaasalused.

Mikroskoobiga vaadates eristab seondunud sperme mitteseondunud spermidest

paigalolev pea, hoolimata sabade likumisest.

Seondumine hiialuronaaniga tahistab HspA2 tSaperonvalgu abil Iabi viidud

spermiogeensete protsesside Ioppu (1 2, 8). Tﬁaperom puudumise tottu vdivad

tekkida meioosi, DNA parand | g dumise ning muude spermi
kiipsemisjarkude puudujaagid.

Spermidel, mis pole voimelised hiial i d on mitmed ebakiip

tunnused: neil sdilivad tsiitoplasma ja histoonid (9), neil esineb sagedamini krvalekaldeid

ehituses (18, 22, 23) ning neil on hiialuronaaniga seonduvate spermidega vorreldes
madalam genoomi terviklikkus — hiialuronaaniga seondujatel on vdhem DNA iiheahelalisi
katkeid (24) ning 4 kuni 6 korda harvem esineb nende seas kromosomaalseid aneuploide

(10, 11). Hiialuronaaniga seondumine stimuleerib spermi liikuvust (6, 7, 14). Seega

tahistab hiialuronaaniga seondumine kiipset spermining kiipsete spermide osakaal néitab

spermaproovi spermide kiipsust.

HBA® alus

HBA® alusel on kaks identset hiialuronaaniga kaetud analiiiisikambrit. Lugedes dra

tihel alal asuvad lii d dunud ning mitt dunud spermid, saab arvutada

seonduvate spermide osakaalu.

Proovi kogumine ja ettevalmistus

Sperma tuleb hankida masturbatsiooni teel, soovitatavalt parast 2-3-paevast

seksuaalvahekorrast hoidumist, ning koguda puhtasse ning kuiva anumasse. Spermat

hoida vedeldamiseks 2028 °C juures 30 minutit. Proove, mis on parast 30 minuti
moddumist veel viskoossed, vdib lahjendada vordses mahus spermide lahjendamise
vedelikuga nagu inimese munajuhavedelik (HTF). Spermaproovi analiis tuleb labi viia

3 tunni jooksul parast proovi votmist.

Hoiatused ja ettevaatusabinoud

1. Sperma on ohtlik vedelik ning seda tuleb kdidelda ja see hdvitada vastavalt tavalistele
nakkusohtlike ja bioloogiliselt ohtlike ainete kditlemise ettevaatusabindudele. Kandke
kaitsekindaid, -prille ning laborikitlit. Jidtmed tuleb desinfitseerida ja dra visata
bioloogiliselt ohtlike jdtmete konteinerisse.

2. Arge kasutage HBA® aluseid, et valida sperme spermide siistimiseks munarakku (ICS1) voi
in vitro viljastamiseks (IVF)! Alused pole steriilsed, need véivad sisaldada endotoksiine
ning olla embriiotoksilised. Selle komplekti ostmine ei tdhenda, et sperme tohiks valida
HBA® alustel.

Hoiustamine

HBA® aluseid tuleb hoida puhtas ja kuivas keskkonnas 20-28 °Cjuures.

Analiiiisi labiviimine

Komplektis olevad Komplektist puuduvad esemed

esemed

HBA® alused 400x suurendusega mikroskoop
Katteribad Uhekordsed stenllsed korgiga katseklaasid
Toote | juhend Meh

Inimese munajuhavedelik (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana,
CA, USA) voi moni teine sobiv sperma lahusti, mis sisaldab
> 0,50 mg/ml valku
Uhekordsed kindad prooviga tégtamiseks
Taimer/kell
Pipett 2—10 pl manustamiseks, iihekordsed pipetiotsikud
Mikroskoobivérgustiku joontega ala
Protseduuri labiviimine
1. Viige analiliis labi 20-30 °Cjuures.
2. Taitke analiiiisikamber spermaga.
Vahetult enne kasutamist segage proovi ning pipeteerige 7—10 pl tilk analiiiisikambri
keskele.
3. Kohe pérast seda pange paika katteriba: valtige 6humullide jatmist proovi.
Katteribal on vaateringi ulatuses sajast 0,1 x 0,1 mm ruudust koosnev vérgustik.
Paigaldage katteriba ringiga iilespoole. Ohumullide tekke valtimiseks asetage
katteriba iiks kiilg vastu kambri seina, moodustades hinge kaht poolt meenutava
nurga (joonis 1); langetage aeglaselt riba teist kiilge hinge sulgemiseks — kui katteriba
on alusele Idhedal, puutub see kokku proovi tilgaga (joonis 2); jitkake katteriba
langetamist sellest lahti laskmata; laske katteriba lahti, kui ring on prooviga taielikult
kaetud (joonis 3); viimaks viige ring kambri keskosa kohale.
Joonis 1: Katteriba kokkupuutumine alusega
Joonis 2: Katteriba kokkupuutumine prooviga
Joonis 3: Paigaldatud katteriba
4. Inkubeerige kambrit véhemalt 10, kuid mitte rohkem kui 20 minutit. Loendage
seondumata liigutavate spermide ja seondunud liiqutavate spermide hulk ruudustiku
vordse arvuga ruutudes (aladel).
10 minutiga puutuvad kdik spermid kokku ja seonduvad immobiliseeritud
hiialuronaani kihiga. 20 minuti jérel voivad norgemad lilkuvad spermid hakata
kaotama liikuvust.
Seondunud liikuvad spermid ei liigu enam edasi, kuid nende saba liigub endiselt.
Surnud ja liikumatute spermide sabad ei liigu. Seondumata likuvad spermid ujuvad
vabalt ringi.
Hea analiiiisitapsuse iseks peaks seondunud ja | liikuvate
spermide summa olema 100-200. Lugege kokku liikuvad kas seondunud voi
mitteseondunud spermid vastavalt sellele, kumba on rohkem, kuni loetud on
vahemalt 100 spermi voi 100 ruutu. Lugege kohe dra teise gruppi kuuluvad likuvad
spermid samal arvul ruudustiku ruutudel.
Alati pole spermaproovis voimalik leida 100 likuvat spermi, eriti vaheste spermidega
proovide puhul.
5. Arvutage vélja hiialuronaaniga seonduvate spermide protsent.
Hiialuronaaniga seonduvate spermide protsendi arvutamine:
96 seondunud = 100X seondunud liikuvad spermid
seondunud liikuvad spermid + seondumata liikuvad spermid

Naide

100 ruudu lugemisel saadi 89 seondumata likuvat spermi. Kohe pérast seda saadi
100 ruudu lugemisel 27 seondunud liikuvat spermi.
23 9% seondunud = 100X 7 liikuvad spermid

27 seondunud liikuvad spermid + 89 seondumata
likumatud spermid
Analiiiisi tapsus
Analiiiisi tapsus on seotud loetud spermide arvuga. Mida rohkem loetakse sperme, seda
madalam on halve. Soovitatavalt lugege iile vihemalt 100 liikuvat spermi; tulemused on

Tabel 1 vastuvdetavad, kui iile on loetud véhemalt 30 liikuvat spermi.
HBA'interp i Varieeruvuse analiiiisil kolme aluste tootmispartiiga hinnati iiksikuid spermaproove
HBA' Score (% binding) p analiiiisialuste  paralleelproovidena. Normaalse  proovi korval andis  ligikaudu
>80 % binding Normale rijpheid en fysiologische functie 196 spermi | i lleelproovi kohta tul ks (K (seond %)/
<80 % binding Verminderde rijpheid en fysiologische functie variatsioonikordajad (%)/paralleelproowde arv): (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10).

Prestatiekenmerken:

Een onderzoek waarbij HBA®-scores werden vergeleken met normale spermamorfologie
(strikte criteria) werd ui d met sper uit drie IVF- of andrologielab ia
in drie Amerikaanse staten (CT, CA en PA), onder patiénten die werden onderzocht
op vermoedelijke onvruchtbaarheid. Van elke locatie werden ten minste 50 monsters
verkregen. De HBA®-analyse werd ter plaatse uitgevoerd volgens de HBA®-

v aal

Bij natuurlijke bevruchting bindt rijp sperma zich aan hyal het t
van de cumulus oophorus-matrix; onrijp sperma bindt niet (3,9, 13, 14,19, 21).

Rijp sperma bindt zich ook aan hyaluronan dat chemisch is aangebracht op een
ondersteunend oppervlak (9, 10) zoals de glaasjes met hyaluronancoating in de HBA®-
kit. Onder de microscoop kan het gebonden sperma worden onderscheiden van het
ongebonden sperma door de slingerende staart waarbij de kop geen progressieve
beweging maakt.

HA-binding duidt op de geslaagde voltooiing van spermiogene gebeurtenissen die
tot stand worden gebracht door bemiddeling van het chap: iwit HspA2 (1, 2,
8). Bij afwezigheid van de chaperonne, kunnen zich gebreken in meiose, DNA-herstel,
HA-binding en andere stappen van spermarijping voordoen.

Spermacellen die niet in staat zijn zich te binden aan hyaluronan kennen diverse
gemeenschappelijke kenmerken van d: ze houden cytopl en histonen
vast (9), ze vertonen een hogere frequentie van afwijkende morfologie (18, 22, 23) en
ze hebben een lagere genome integriteit dan HA-binders — HA-binders hebben minder
onderbrekingen in enkele DNA-strengen dan niet-binders (24) en een vier tot zes maal
lagere frequentie van ch | ploidie (10, 11). De beweeglijkheid van het
sperma wordt gestimuleerd op het moment van HA-binding (6, 7, 14). Het vermogen

tot het binden van hyaluronan kenmerkt derhalve een rijpe spermacel en de relatieve
hoeveelheid rijpe spermacellen is een indicatie van de rijpheid van de spermacellen in het
afgenomen sperma.
Het HBA®-glaasje:

gebruiksi ties. Morfologiegl. werden ter plaatse geprepareerd en verzonden
naar een centrale locatie waar ze door één lezer werden geévalueerd.

De gegevens werden geanalyseerd met een tweeweg contingentietabel op basis van
morfologie (geclassificeerd als verminderd vruchtbaar bij <5% normale morfologie,
anders vruchtbaar (4, 5, 15, 17)) en HBA®-score (geclassificeerd als verminderd vruchtbaar
bij <80% binding, anders vruchtbaar). Significantie werd getest aan de hand van de
Pearson Chi-kwadraat toets met behulp van SPSS for Windows-software. De analyse
toonde een significant verband aan tussen de HBA®-score en de morfologie voor de
gecombineerde gegevens van alle drie locaties, zie tabel 2.

De gecombineerde gegevens lieten een goede specificiteit en positieve voorspellende
waarden zien, hoewel de gevoeligheid slechts 40% bedroeg. Bij een omslagpunt van
<80% binding detecteert de HBA®-analyse minder dan de helft van de spermamonsters
met daadwerkelijk lage morfologie, maar de monsters met een lage HBA®-score
voorspellen een slechte morfologie met een hoge waarschijnlijkheid (>80%).

Het HBA®-glaasje is voorzien van twee identieke

Tabel 2
Significantie van HBA™-score t.o.v. Morfologie
Onderzoekslocatie| N | Gevoeligheid | Specificiteit Positieve p=
voorspellende waarde

PA 50 432 769 842 0,198 (NS)

PA-r° 50 513 90,9 952 0,012

CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015

a 55 26,5 100 100 0,01

I met hyal oating. Gecombineerd | 157 40,0 855 80,9 0,001

Door het aantal beweeglijke gebonden en ongebonden spermacellen in een
gemeenschappelijk gebied te tellen kan de relatieve hoeveelheid binders worden
berekend.

Monsterafname en preparatie:

Het sperma dient te worden verkregen voor middel van masturbatie, bij voorkeur na

2-3 dagen van onthouding, en opgevangen in een schoon, droog potje. Bewaar het

gedurende 30 minuten op een temperatuur van 20-28 °C om het vloeibaar te laten

worden. Monsters die na 30 minuten nog steeds dikvloeibaar zijn kunnen worden verdund
met een gelijk volume spermaverdunningsmiddel, zoals HTF. Voer de analyse op het
spermamonster binnen 3 uur na afname uit.

Waarschuwingen:

1. Sperma is een gevaarlijke stof en moet worden behandeld en weggedaan met
gebruikmaking van de normale voorzorgsmaatregelen voor besmettelijke, gevaarlijke
biologische stoffen. Draag handschoenen, oogbescherming en een laboratoriumjas.
Desinfecteer alle afvalproducten en gooi deze weg in een container voor gevaarlijke
biologische stoffen.

OLocatiegegevens herberekend met een omslagpunt van <5% voor morfologie en <80%
voor HBA®.

Definitie van de symbolen

Raadpleeg de Instructies|  Gesteriliseerd met Bovenste Revisienummer
voor gebruik straling temperatuurgrens etiket
[STERLE[ 7 | jr z°C
Droog houden Niet opnieuw Fabrikant Referentienummer
T steriliseren I
Distributeur Te gebruiken voor Aantal Partijnummer

Ebanormaalse, madala spermide hulgaga proovi korral ligikaudu 41 spermi lugemisel olid
tulemused: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34,17/20, 10, 10).
Kvaliteedikontroll

Spermide ja hiial i dumisreaktsiooni imiseks voib kasutada
vérsket kiipset spermat, kuid vérske sperma kontrollid pole kaubanduslikult kattesaadavad.
Kasutajatel soovitatakse leida enda varske kontrollsperma allikad ning leida normaalsete
ja ebanormaalsete HBA® tulemuste vaartused nende kohta aja jooksul andmeid kogudes.
Spermi hiialuronaaniga seondumist ei mojuta sperma kiilmutamine ja sulatamine (16, 20,
25). Sarnaselt seonduvad hiialuronaaniga normaalselt iilespoole ujumise voi gradiendi
meetodil toodeldud spermid.

Oodatavad tulemused

Hiialuronaaniga seotud spermide protsent varieerub praktiliselt nullist kuni sajani.
157 spermaproovi hdlmavas kahtlustatava viljatusega patsientide uuringus esines
proovide iilemisel poolel keskmine seondumise HBA® tulemus 93 + 2,6%. Alumise poole
HBA® seondumistulemused olid 0 kuni 88%, keskmine oli 70 + 18%. Umbes 1% proovidest
ei esinenud mérgatavat seondumist hiialuronaaniga.

Spermide ettevalmistamine (iilespoole ujumine, gradient) vdib méjutada hiialuronaaniga
seonduvate spermide osakaalu proovis.

Piirangud ja veatuvastus

Kasutage ainult varsket, vahem kui kolm tundi vana spermat.

Proov peab vdimaldama vahemalt 30 likuva spermi lugemist. Kui ruudustikul on vahem
kui 30 spermi, paigaldage tdiendav qustik voi loendage iiksteisele
jdrgnevaid erinevaid mikroskoobivalju, et uurida piisavalt suurt ala, mis voimaldaks kokku
vahemalt 30 likuva (seondunud ja a) spermi lo ist. Teise voil
[ ige proovi ning analiiiisige kontsentraati.

Alati kindlustage, et proov on lisatud aluse kaetud poolele. Kaetud kiilg on ileval, kui
tekst “HYDAK® HBA” on selgelt loetav. Sperma ja katteriba paigaldamisel katmata kiiljele
voib jaada mulje, nagu spermid ei seondu, vdi kui katteribale on liiga kdvasti surutud, et
spermid on liikumatud.

Kui seondumist ei toimu, korrake analiiiisi teise alusega, et tulemuses
kindel olla.

Vahel esineb defektseid katteribasid, mille ruudustik on uuristatud riba iilemisele poolele,
mitte prooviga kokkupuutuvale kiiljele. Sellisel juhul korrake analiiiisi uue katteribaga.
Varude taiendamiseks votke ihendust edasimiiiijaga.

Kui 6humullid segavad ruutude loendamist, korrake analiiiisi uue kambri ja kattega.
Tulemuste tahendus

Madal HBA® tulemus peegeldab kiipsete spermide madalat osakaalu spermas ning viitab
seeqa viljatusele. Hiialuronaaniga seonduvad spermid seevastu on edukad interaktsioonis
ootsiiiidiga ning neid seostatakse kdrge genoomi terviklikkusega (11, 14, 21, 24), mis
tdstab siigoodi isapoolse panuse kvaliteeti. Hiialuronaaniga seondumine aitab eristada
karget ja madalat funktsionaalset terviklikkust ning viljastusvaimet.

Viljakuse prognoosimisel pole vajalik, et kdik spermid suudaksid hiial i dud.
kuid seonduvaid sperme peab olema piisaval tasemel, et saavutada pusav viljakuse
toendosus. Seondumine iile piisava taseme viljakust arvatavasti talendavalt ei tosta
Vastavalt normaalse spermi morfoloogia korrelatsioonidele on hiial d
analilsi tase, mis eristab korget ja madalat eeldatavat viljakust, umbes 80%, tabel 1.
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Tabel 1
HBA' tul ol
HBA' tul (seondumise %) Tolgend:
> 80% seond Normaalne kiipsus ja fiisioloogiline funktsioon
< 80% seond Vahenenud kiipsus ja fiisioloogiline funktsioon

Joudluskarakteristikud

HBA® tulemusi normaalse spermi morfoloogiaga (ranged k d) vordlev uurimus
viidi labi spermaproovidega kolmest in vitro viljastamise voi androloogia laborist kolmes
USA osariigis (CT, CA ja PA) patsientidel, kellel kahtlustati viljatust. Kdigist laboritest saadi
vahemalt 50 proovi ning kohapeal viidi labi HBA® analiis vastavalt HBA® kasutusjuhendile.
Morfoloogia uurimise alused valmistati ette kohapeal ning saadeti siis keskusesse, kus
tulemusi hindas iiks loendaja.

Teavet analiiiisiti kasutades kahesuunalist kontingentsustabelit ja morfoloogiat (madala
viljakusega, kui < 5% on normaalse morfoloogiaga spermid, vastasel juhul viljakad (4, 5,
15, 17)) ning HBA® tulemust (madala viljakusega, kui < 80% seonduvad, vastasel juhul
viljakad). Olulisust méarati Pearsoni hii-ruut testiga, kasutades SPSS tarkvara Windowsile.
Analiiiis nditas, et HBA® tulemus oli olulises seoses morfoloogiaga kdigist kolmest laborist
kogutud andmete puhul, tabel 2.

Kombineeritud andmete spetsiifilisus oli kdrge ja ennustavad vaartused positiivsed, kuigi
tundlikkus oli ainult 40%. Seega, madrates kriteeriumiks seondumise < 80%, tuvastab
HBA® analiiiis véhem kui pooled tdeliselt madala morfoloogiaga proovid, kuid madala

Analyysin tarkkuus:

Analyysin tarkkuus on suhteessa siittiosolujen laskettuun maéréan. Mitd enemman
siittibsoluja on Iaskettu, sitd matalampi on varianssi. Laske mieluiten yhteensﬁ ainakin
siittigsolua on Iaskenu.

Vaihtelututkimuksessa kolmen levyjen tuotantoerdn kesken ja joukossa yksittdisid
siemennestendytteita analysoitiin analyysilevyjen replikaatteissa. Normaalissa ndytteessa,
jossa laskettiin noin 196 sperm replikaattia kohti, tulokset (keskiarvot (% sitoutuneet)/
Vit (%)/ja replikaattien lukumaérat) olivat: (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10).
Epanormaalissa, oligospermisessé ndytteessd, jossa laskettiin noin 41 siittiosolua, tulokset
olivat: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10).

Laadunvalvonta:

Tuotetta, kypsynyttd siemennestettd voidaan kéyttdd demonstroimaan siittidsolu-
hyaluronaani-sitoutumisreaktio, mutta tuorettak llisi aeiolekaupallisesti
saatavilla. Kayttajien toivotaan jarjestavan omat tuoreen kontrollisiemennesteen lahteet ja
kerdamaan siihen liittyva normaalien ja epanormaalien HBA®-tulosten tausta.
Siittiosolu-hyaluronaani ~ sidosreaktio ei muutu siittiosolujen pakastamisesta ja
sulattamisesta (16, 20, 25). Samoin siittiosolut, jotka on prosessoitu joko pesemalld tai
gradienttipreparaattina, sitoutuvat normaalisti hyaluronaaniin.

Odotetut tulokset:

Hyaluronaanisitoutuneiden siittiosolujen prosenttiosuus vaihtelee kdytdnndssa nollasta
100 %:iin. 157:n S|emennestenaytteen tutkimuksessa pot||a||ta Jotka edustivat epa|||yn
ylemmalld puoliskolla ndy i HBA®-sil I
oli 93 + 2,6 %. Alemmalla puoliskolla ndytteistd, joilla HBA®-sitoutumistulos vaihteli
88 %:sta nollaan, sitoutumiskeskiarvo oli 70 = 18 %. Noin 1 %:ssa néistd néytteistd ei ollut
havaittavaa sitoutumista hyaluronaaniin.

Siittiosolujen preparointi (pesu, gradientti) voi muuttaa HA-sidoksien suhdetta
siemennestendytteessd.
ksia ja ohjeita vikatilanteisiin:

HBA® tul i p! del on suurtd (> 80%) halvaks morfoloogiaks.
Tabel 2 hedelméttomyyden di
HBA® tulemuse olulisus morfoloogiale
Uuringu , o Positiivne eeldatav _
Jsbiviimise koht N | Tundlikkus | Spetsiifilisus vadrtus p=
PA 50| 432 76,9 84,2 0,198 (NS)
PA-r* 50| 513 90,9 95,2 0,012
CA 52| 542 78,6 68,4 0,015 Rajoi
a 55| 265 100 100 0,01
Liidetud 157 400 85,5 80,9 0,001

OLaborite iimberarvutatud teave, jaotuste aluseks < 5% morfoloogia ning < 80% HBA®
tulemus.

Kéyt vain tuoretta siemennestettd, joka on vahemmén kuin kolme tuntia vanhaa.

Néytteestd tulisi loytya ainakin 30 liikkuvaa siittiosolua laskettavaksi. Jos ristikossa on
vahemman kuin 30 siittidsolua, asenna mikroskooppiin retikkeli tai laske perakkaiset
mikroskooppinakymat, jotta tarkistettavaksi tulisi niin iso alue, ettd ainakin 30 liikkuvaa
(sitoutunutta ja sitoutumatonta) siittiosolua on loydettévissa. Vaihtoehtoisesti tiivista

Stockage :

Stockez les lamelles HBA® dans un endroit propre et sec a 20-28 °C.
Exécution du test:

Matériel fourni : Matériel non fourni :

Lamelles HBA® Microscope avec grossissement 400x
Lamelles couvre-objets Tubes a essai avec bouchon, stériles et jetables
Mode d'emploi Dispositif de comptage mécanique
du produit Human tubal fluid (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA) ou tout
autre diluant pour sperme accepté et contenant plus de 0,50 mg
de protéine par ml
Gants jetables pour la manipulation des prélevements
Minuteur/horloge
Pipette pour prélever 2-10 pl, bouts de pipette jetables
Réticule pour microscope délimitant la zone
Procédure étape par étape :
1. Réalisez le testa 20-30 °C.
2. Remplissez de sperme une chambre dessai.
Juste avant I'utilisation, mélangez I'échantillon et prélevez une goutte de 7-10 pl dans
une pipette que vous posez ensuite au centre de la chambre d'essai.
3. Installez sans attendre la lamelle couvre-objets : évitez la formation de bulles dair.
La lamelle couvre-objets est pourvue d'une grille de 100 carrés d'une taille de
0,1x0,1 mm contenue dans un cercle d'observation. Installez la lamelle couvre-objets
avec le cercle vers le haut. Fvitez les bulles d'air en mettant en contact un bord de la
lamelle couvre-objets au bord de la chambre d'essai, formant un angle similaire a deux
bras autour d'une articulation (figure 1). Abaissez lentement le bord opposé de la
lamelle couvre-objets en fermant I'ensemble. Une fois que la lamelle couvre-objets
est assez proche de l'autre lamelle, elle entre en contact avec la goutte de I'échantillon
(figure 2). Continuez d'abaisser la lamelle couvre-objets sans la relacher. Relachez-la
quand le cercle est entierement recouvert par I€chantillon (figure 3). Pour finir, centrez
le cercle au-dessus de la chambre.
Figure 1: Mise en contact la lamelle couvre-objets avec la lamelle
Figure 2: Mise en contact la lamelle couvre-objets avec Iéchantillon
Figure 3: Lamelles couvre-objets en place
4. Incubez la chambre pendant une durée comprise entre 10 et 20 minutes. Comptez le
nombre de spermatozoides mobiles non liés et de spermatozoides mobiles liés dans le
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Signifikanz der Ergebnisse:

Ein niedriger HBA® Score steht fiir einen niedrigen Anteil reifer Spermien im Samen und
ist somit als Pradiktor fiir Sterilitat anzusehen. Hyal bindende Spermien hi
konnen mit der Oocyte interagieren und weisen eine hohe genomische Integritat auf (11,
14, 21, 24), was die Qualitdt des paternalen Beitrags zur Zygote verbessert. Die Féhigkeit
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Verwendungszweck:

Der HBA® Hyaluronan-Bindungstest fiir Spermien ist fiir die Verwendung im Rahmen

der folgenden MaBBnahmen vorgesehen:

1. Standard-Samenanalyse bei der Diagnose einer vermuteten Sterilitét (Unfruchtbarkeit
des Mannes)

2. Analysen zur Bestimmung der optimalen Vorgehensweise bei der IVF-Behandlung
bei Sterilitat

Ubersicht:

Bei der natiirlichen Befruchtung binden reife Spermien an Hyaluronan, einem der Haupt-

bestandteile der Cumulus oophorus-Matrix. Bei unreifen Spermien kommt es zu keiner

solchen Bindung (3,9, 13, 14,19, 21).

Reife Spermien binden ebenfalls an chemisch auf einen Trager aufgebrachtes Hyaluronan

(9, 10), beispielweise an die hyal hichteten Glasobjekttrager des HBA® Kits. In

der Darstellung unter dem Mikroskop zeigen gebundene Spermien heftige Schwanzschlag-

bewegungen, ohne dass sich ihre Kpfe progressiv fortbewegen, und sind dadurch von un-

gebundenen Spermien zu unterscheiden.

zur Hyal Bindung unterscheidet niedrige(s) und hohe(s) funktionelle Integritat und
Befruchtungspotenzial.

Fiir eine Fruchtbarkeitsprognose st es nicht erforderlich, dass alle Spermien die Fahigkeit
zur Hyaluronan-Bindung besitzen, doch darf der Anteil der Hyaluronan-Binder eine gewisse
Schwelle nicht unterschreiten, um eine addquat hohe Befruchtungswahrscheinlichkeit zu
erzielen. Ein diese Schwelle iibersct fer Anteil hyal bindender Spermien
fiihrt zu keiner weiteren Verbesserung der Fertilitat. Basierend auf Korrelationen mit der
normalen Morphologie von Spermien wird der eine hdhere von einer geringeren Fertilitat
differenzierende Schwellenwert des HBA® Tests auf etwa 80 % geschatzt (Tabelle 1).

Tabelle 1
Interpretation des HBA" Scores
HBA’ Score (%) P j
>80% Normale Reife und physiologische Funktion
<80% Verminderte Reife und physiologische Funktion
Leistungsverhalten:

Zur Bestimmung des Grads an Ubereinstimmung zwischen dem HBA® Score und der
normalen Morphologie von Spermien (strenges Kriterium) wurde eine Studie an Samen-
proben von Patienten, die sich zur diagnostischen Abkldrung einer vermuteten Sterilitat
vorstellten, aus drei IFV- oder Andrologie-Labors in drei US-Bundesstaaten (CT, CA and PA)
durchgefiihrt. An jedem Studienzentrum wurden mindestens 50 Proben gewonnen und
unter strikter Beachtung der HBA® Gebrauchsanweisung am Studienzentrum dem HBA®
Test unterzogen. Ebenfalls am S rum wurden Morphologie-Objekttréger pra-
pariert und zur Beurteilung durch einen Einzelgutachter an ein Zentrallabor eingeschickt.

Die Analyse der Daten erfolgte mittels Vierfeldertafeln, in denen die Merkmale Morpholo-
gie (klassifiziert als subfertil bei < 5 % der normalen Morphologie, andernfalls als fertil (4,
5,15,17)) und HBA® Score (Klassifiziert als subfertil bei weniger als 80 % hyaluronan-bin-
denden Spermien, andernfalls als fertil) einander gegeniiber gestellt wurden. Die Bestim-
mung der Signifikanz erfolgte mithilfe des Pearson Chi-Quadrat-Tests unter Verwendung
der Software SPSS for Windows. Die Analyse der kombinierten Daten aller drei Studienzen-
tren ergab eine signifikante Korrelation zwischen HBA® Score und Morphologie (Tabelle 2).
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Felhasznalasi teriilet:

A HBA® spermium-hialuronsav kotddésvizsgélat a kovetkezk soran alkalmazhato:

1. azondd szabvanyos vizsgalata a férfiaknal el6forduld terméketlenséq diagnosztikdjaban

2. a terméketlenség kezelésére haszndlt in vitro megtermékenyités megfeleld
lefolyasédnak meghatérozésahoz sziikséges elemzések

Osszegzés:

A természetes megtermékenyités sorn az érett spermiumok kdtddnek a hialuronsavhoz,

a cumulus oophorus matrixanak fo alkotéeleméhez; az éretlen spermiumok erre nem

képesek (3,9, 13, 14,19, 21).

Az érett spermiumok kotédnek a vivéanyaghoz kémiai (ton rogzitett hialuronsavhoz

is, példaul a HBA®-készletben is megtalalhat, hialuronsavval bevont, iiveghdl késziilt

tdrgylemezekhez (9, 10). Mikroszképban megtekintve a kotodott spermiumok tgy

kiilonboztethetéek meg a nem kotddott spermiumoktdl, hogy a fejhez rgzitett farok

csapkod, a spermium pedig nem végez elérehaladd mozgést.

A hialuronsavhoz valé kotdés azt jelenti, hogy a spermium kifejlodése sikeresen

lezajlott; ebben a HspA2 chaperonfehérje jétszik kozvetit szerepet (1, 2, 8). Chaperon

pontszdm (az illetd személy csokkent megtermékenyitokéy k tekintendd, ha
a kotddési arany <80%, egyéb esetben normal megtermékenyitdképességi) alapjan.
A szignifikanciaszint vizsgélata Pearson Chi-négyzetes statisztikaval és SPSS for Windows
szoftverrel tortént. Az elemzés azt mutatta, hogy a HBA® pontszdm a kombinalt adatokbdl
szdrmazé adatok esetén szignifikansan kapcsolddott a morfolégidhoz (mindhdrom
vizsgélati helyszinen); tovabbi informaciokért lasd a 2. tablazatot.

A kombindlt adatok jo specificitast és pozitiv prediktiv értékeket mutattak, noha
a szenzitivitds csak 40% volt. Ennélfogva a <80%-os kotddeést tartalmazo célértéknél
a HBA® vizsgdlat csak a felét ismeri fel a valoban rossz morfoldgidval rendelkezd
ondomintaknak, viszont az alacsony HBA® pontszamot kapottak kozott erds predikcid
(>80%) fedezhetd fel a rossz morfoldgiaval kapcsolatban.

2. tablazat

hidnyaban a spermlumok fejlddésekor hiba johet létre a meiosishan, a DNS j

Lasch

o&éw¢ umooyiletal we ¢

a hiall hoz valé ko ésaz egyéh lépésekben.
A hialuronsavhoz kdtddni képtelen spermiumok szamos kdzds jelét mutatjak az
d citoplazmat és hlsztonokat tartalmaznak (9), gyakrabban rendellenes

% npdodsanc = 100X ﬂpov&sée;{zvamvmmawvepuam(mapm il
I LEva KIVTIKD wdpia +
X Mr] Tipocbdedeyéva kivntikd omeppato(wdpia
Napadeypa:
Metpinkav 89 un mip Héva, KIvnTkd omeppatolwdpla pe T pétpnon

100 Tetpaywvwy Tou MAéypatog. Apéow¢ petd, petprbnkav 27 mpoodedepéva,
KTk onepatolwdpta ota 100 Tetpdywva To mhéypatog.

23 9% npdodeon = 100X 271p uéva Kvntikd oneppatolwdpia
27 lpoobedepéva kivntikd ameppatolwdpia + 89 Mn
poadedeuéva kivntikd ameppatolwdpia
Akpipera e avahvong:

H akpiBeta g avaluong oetiletat e Tov aptBpo Twv omeppatolwapiwv mou peTpribnKav.
000 mepioodtepa omeppatol{wdpla PETP@VTaL, 1000 Xapnhotepn eivar n amokhon.
Kata mpotipnon, petpiote Touhdytotov 100 ouvoNkd KwnTiKd omeppatolwdpla.
Ta anotehéopata eivat amodektd otav €ouv petpnBei Touhdyiotov 30 ouVoAIKa KIVTIKA
omeppato{wapia.

morfoldgidjiak (18, 22, 23), illetve a hial hoz ko szemben g
egységiik gyengébb — a hialuronsavhoz kotoddknél az egyszali DNS sokkal I bb

Szignifikancia a HBA" pontszamokon beliil a Morfoldgiaval dsszehasonlitva
Vizsgdlati helyszin | N | Szenzitivitds | Specificitds | Poxzitiv prediktiv érték p=
PA 50 432 769 84,2 0,198 (NS)
PA-I 50 513 90,9 952 0,012
A 52 54,2 78,6 68,4 0,015
a 55 26,5 100 100 0,01
Kombindlt [157] 40,0 85,5 80,9 0,001

O A vizsgalati helyszinek tjraszamitott adatai <5%-os morfoldgiai és <80%-os HBA®
célértékek esetén.

megszakadast tartalmaz (24), a kromoszomalis aneuploidia gyakorisaga pedig 4-6-szor
kisebb (10, 11). A spermiumok mozgdsét a hialuronsavhoz valé kitddés serkenti (6, 7, 14).

A szimbél Kial

Risultati attesi:

La percentuale di spermatozoi legati all'acido ialuronico é compresa tra 0 e circa il 100%. In
uno studio che ha interessato 157 campioni di pazienti con diagnosi di presunta infertilita,
la meta superiore dei campioni ha mostrato un punteggio HBA® medio di 93 + 2,6% di
legame. La meta inferiore era caratterizzata da punteggi HBA® dall’88% allo 0 di legame,
la media era quindi pari al 70 + 18% di legame. Circa 1'% di questi campioni non ha
mostrato legame all‘acido ialuronico rilevabile.

La preparazione del liquido seminale (nuoto, gradiente) puo alterale la percentuale
di spermatozoi che si legano all'acido ialuronico in un campione.

Limitazioni e risoluzione dei p
Utilizzare solo liquido seminale fresco, raccolto da non pit di tre ore.

Il campione deve consentire almeno la conta di 30 spermatozoi mobili. Se il conteggio di
spermatozoi nella griglia & inferiore a 30, installare un reticolo del microscopio o contare
i campi successivi diversi del microscopio, per consentire I'ispezione di un‘area con
unestensione sufficiente per valutare almeno 30 spermatozoi mobili (legati e non legati). In
alternativa, concentrare il campione ed esequire nuovamente il dosaggio del concentrato.
Accertarsi sempre che il campione sia stato applicato sul lato rivestito del vetrino. Il lato
ricoperto ¢ rivolto verso I'alto, quando & possibile leggere chiaramente “HYDAK® HBA".
Applicando il liquido seminale e vetrino di copertura al vetrino non rivestito possono non
essere visibili segni di spermatozoi legati, oppure, se si esercita pressione eccessiva sul
vetrino di copertura, gli spermatozoi possono apparire immobili.

In tuttii casi in cui non si osserva legame, ripetere il dosaggio del campione su
un vetrino differente per ottenere conferma del risultato.

Igy a hialuronsavhoz val6 két6dési képesség érett sp utal, az érett sp k
aranya pedig a spermiumok érettségét jelzi az ondomintaban.

AHBA° targylemez:

A HBA® tdrgylemez két egyezd, hialuronsavval bevont vizsgélokamrat tartalmaz.
A mozgo kotott és nem kotott spermiumok kozos teriileten torténd megszamlélasa révén
kiszdmithato a kétoddk aranya.

A minta levétele és eldkészitése:

Az ondot maszturbalassal kel levenni, | leg 2-3 napos absztinencia utdn, a levételt
pedig egy tiszta, szaraz tartalyba kell végrehajtani. Az elfolydsodashoz 30 percig 20-28°C
hémérsékleten kell tartani. A 30 perc utan is siir(i allapotban maradé mintak felhigithatoak

i si puo trovare di fronte a vetrini di copertura difettosi, con la griglia
incisa sulla parte superiore, piuttosto che sul lato a contatto con il campione. In tal caso,
ripetere il dosaggio con un nuovo vetrino di copertura. Per le parti di ricambio, contattare

Se una bolla d‘aria blocca la conta all'interno della griglia, ripetere il dosaggio utilizzando
una camera e un coperchio nuovi.

Un punteggio HBA® basso & sinonimo di una scarsa percentuale di spermatozoi maturi nel
liquido seminale e pertanto é indice di infertilita. Gli spermatozoi che si legano all‘acido
ialuronico sono in grado di interagire con l'oocita e sono associati a elevata integrita
genomica (11, 14, 21, 24), che migliora la qualita del contributo paterno allo zigote.
Il legame con acido ialuronico distingue elevata e scarsa integrita funzionale e potenziale

della fertilita, non & necessario che tutti gli spermatozoi siano in grado di
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Patentti- ja : HBA® Sperm-Hyal Binding Assay (HBA® sperma- <80 % sidoksia Vahentynyt kypsyys ja fysiologinen toiminta minimum de 30 spermatozoides mobiles est compté. ) den! Die Objekitriger sind nicht seril. Sie enthalten Endotoxine und sind méiglicherweise To elyja ba mpénetva empéyer T pétpnan Touhiiorov 30 KKV omeppartolapian. soav;ﬂrﬂu! a haszpallattelot} kerkae 0551;__3 mintt, majd pipettéval tegyen beldle

hyaluronaani sidosanalyysi) Suoritusarvot Lors d'une étude de variabilité dans et parmi trois lots de production de lamelles, des embryotoxisch. Der Erwerb dieses Kits gestattet keine Spermienselektion auf HBA® Objek- Nur zurcinmaligen | Bel beschadigter Nur i die Versionsnammmer Av mpokipouv Niydtepa amé 30 omepuatolwdpia oo MAéyua, EyKATAOTAOTE évav ; E-tlu-nw me:mzrlsege a wzsgfadonlamre;t dzepére. \ " st

e p " : rélevements uniques de sperme ont été testés dans des reproductions des lamelles de test. . : 2\ 5 . . P ; i . Ezutan azonnal tegye ra a fedolemezt: vigyazzon, hogy a ket lemez kozott

Valmistaja: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA Tutkimus, joka vertasi HBA®-tuloksia normaaliin siittiésolujen morfologiaan (tiukat gou,un p,e’|évemgm normgl,avecenviron1965permatozo'|'§es par reproduction, les résultats ttrdgern. Verwendung /Nicht | Verpackungnicht | professionelle Beipackzettel ARG VT:KSGF - van Eg::gg:s ya aSmdstq\),giri]m:[iplz;(;mmﬁz ne képzédjenek buborékok.

Jallee_nmyyja (Yhdysvallat): ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911, kriteerit) toteutettiin kolmen Yhdysvaltojen osaval’non ((onnem(ut Kalifornia ja étaient les suivants (moy. (% liés/Coefficient de variation (%)/et nombre de reproductions) : A“fI;EW?hI’“l]g! o T wiederverwenden verwenden Anwendung < REV > ;u ra{lo)\ovr']um o0k dr)(lumv 30 KV (TpooBeBepéva Kat pn TpoobeBepéva) A feddlemez egy 100 négyzetbdl allo, négyzetenként 0,1x0,1 mm-es oldalfalu

Puhelin: +434-979-4000 Pennsylvania) kolmen IVF- tai andrologialat illa, joissa  (86,9;85,5;85,0/4;5;4/20;10; 10). Pour un prélevement oligospermique anormal, avec HBA® Objekttréger milssen in einer sauberen und trockenen Umgebung bei 20 °Cbis 28 °C Rx Onl omeppaToledpta. EvaMaKTIKd, ouN\EETe To Selyyia kat avahdote To Eavd racshalot és egy megtekintdkort tartalmaz. A feddlemezt a kdrrel jellt oldalaval

EU:n valtuutettu edustaja: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court, Spring Road, potilaat edustivat epdillyn hedelméttdmyyden diagnoosia. Jokaisesta kohteesta saatiin ~ environ 41 spermatozoides, les résultats étaient les suivants : 59,0 ; 55,8 ; 58,4/18 ; 34 ; Gelagert werden. y Na o Aep, P néva 6u é’Xﬂi £QupHOvEL Vs) Seiypa omy meaAuﬁuz’vn Thevpd g felfelé tegye a helyére. Alevegdbuborékok képzddését gy keriilheti e, ha a fedglemez

Hale. Cheshire WA14 200, United Kingdom, wwwmdgas.com, ainakin 50 néytetté ja HBA®-analyysi suoritettiin paikalla HBA®-Kyttohjeid 17/20;10;10. Testdurchfiihrung: A Anfrage stein Prrogenfiei | Nichtzyiotodisch | Autorisierter v ) - , T egyik élét hozzdérinti a kamra széléhez, egy csuklépant két karjahoz hasonlo

Faksi: : it e ) | - Mitgeliefert Nicht mitgelieferte Materialien: 9 yrog 4 avkelevorpopou mhdac. H emkauppéw rkeupds eval OTpapuén o T endva duay n &vdedn sziget képezve (1. dbra); lassan engedje le a feddlemez mésik élét, bezarva ezzel a

aksi: +44 161 903 9787 mukaan. Morfologialevyt valmistettiin tutkimuspaikalla ja ldhetettiin keskeiseen  Contréle de la qualité : Itgelieterte icht mitgelieterte Materialien: chargenspezifisches | (weniger alseme (MEA-Test am Reprsentantin “HYDAK® HBA€ivat evave H AT - i5acomun get kep! - abra); Jassan engedje le a fec ! g ;

Kayttotarkoitus: paikkaan, jossa yksi tuloksien lukija tulkitsi tulokset. Du sperme mature frais peut étre utilisé pour démontrer la réaction de la liaison sperme/  Materialien: Anal ifik Endotoxi Maus-Embryo i der Europisch . AN o POVKALTIG ' o csukldpantot — amikor a fedlemez mar elég kézel van a térgylemezhez, hozza fog
o indi © i i i ; ; : - P ; ; . . . icnani HBA® Objekttrager  Mikroskop (400x) " tifkat ) aus-Embryoim | - der turopaischen emkahupévn mhevpd ev Ba eyigavioet mpdodeon VapiwV T, QV TIEOETE TV p émi a mintacsepphez (2. abra); engedje tovabb lefelé a feddlemezt anélkiil, ho

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (HBA® sperma-hyaluronaani sidosanalyysi) Data analysoitiin  kaksisuuntaisena kontingenssitaulukkona kéyttden morfologiaa acide hyaluronique. Toutefois, les contrdles de sperme frais ne sont pas disponibles sur le D) 9 foskop N . erhiltlich je Produkt) 1-Zell-Stadium) Union Tpog Ta Kt pe Sovayn, Ta omeppatoliodpia sv&xsmlvucpalvowammvmu . PP . 7 engedie tov N . ) 100

on tarkoitettu kdytettavaksi osana: (luokiteltuna subfertiiksi, jos <5 % normaali morfologia, muuten fertil (4,5, 15,17))ja marché. Les utilisateurs sont encouragés a établir leur propre source de sperme frais de  Deckgldser Sterile Einmalprobenrdhrchen mit Abdeckkappe R _)D (¢ [REP] P ‘nov v - va NauBavere elengedné; a fedlolgnlez/t csak akkor engedje e teljesen, amikor a minta teljesen

1. siemennesteen perusanalyysid diagnosoimaan epéiltyd miehen hedelmattomyytta. HBA®-tulosta (Iuokiteltuna subfertiiliksi, jos <80 % sidoksia, muuten fertiili). Merkitsevyys  contrdle et a développer un historique lié des scores HBA® normaux et anormaux. Gebrauchsanweisung ~ Mechanischer Zahler = mv avdluon Tou Beiypatoc e wa @\ (l;'I'lKEI V00600 TAGKA Vid Va bev'(:,nta'(g .vabra),;/edgfilallnsaalfortlkozep;]e a}kamraban.

2. analyyseja mdaritteleméan IVF-hoitojen sopivaa jatkoa hedelmattémyyden hoidossa. testattiin Pearson Chi-squared -testin statistiikalla kdyttden SPSS for Windows La réaction de la liaison sperme/acide hyaluronique n'est pas altérée lors de la congélation Erl:(;?r’gst:l?zaelpf'](g;j(e(y!;%lrrr‘:::esr(ciE:;Trlc'gz;?:tae?mi(éit\r:e(:ger t:lnﬂzﬂulwvzlluo tmm!)l\lzu o K n HEVOPOp V ; a’bra:Er!n:sea fe deleme;ttata‘rg{f]mt?z ez

Tiivistelma: o ) o -ohjelmistoa. Analyysi osoitti, ettd HBA®-tulos oli merkittavdssd suhteessa yhdistetyn ~ ou de la décongélation du sperme (16, 20, 25). De méme, les spermatozaides traités Proteingehalt > 0,50 mg/ml GreeklEMnVlKu " ! na. ) ) ) o - dbra: Erintse afedSlemezt a mintahoz

) o . N b PR N . F. g 9 Eviote, anavtdvtat eNaTtwpatikéc kauMTpideg pe To Méypa xapaypévo oTo mave [épog 3. abra: A feddlemez a helyén:
Luonnollisessa hedelmdittymisessd kypsat siittidsolut sitoutuvat hyaluronaaniin, joka datasta saadun datan morfologiaan (kaikki kolme tutkimuspaikkaa), Taulukko 2. par nage vers I'amont ou par préparation du gradient se lient normalement & I'acide Einmalhandschuhe fiir die Handhabun von Proben 6 Simwua iac Ap. 1056336 DBP/69924472.2 . X R X TR o o ) " _ _— .
on munakumpukerroksen padkomponentti; kypsymattomat siittiosolut eivat sitoudu (3, 9 Yhdistetty data osoitti hyvai spesifisyytti ia positiivisi tavi ia, vaikka herkk hyaluronique. = ! Y P nazvp rexviac P- ° e ¢ kahumrtpidag avti yia ty mheupd mou épyetat o enagn pe To Seiypa. Otav oupBeiauto, 4. Inkubdlja a kamrt legalébb 10, legfeljebb 20 percre. Szémolja meg a nem kotott
i g i |sle y aaolso{ i hyvaa spesifisyyttd ja ;.)05| |{V|5|a ennustavia larv0Jaf vai a erl yys . . Zeitgeber/Uhr 03nyie¢ xpriong: Avalvon mpoodeonc oneppatolwapiwv o€ vahoupovikd o) HBA® enava\dBete T avaluon e pia véa KahumTpida. EMKOWWVAGTE e To Slavopéa oag yia mozg6 és a kotott mozgd spermiumokat ugyanannyi négyzetben (teriileten)
13,14,19,21). oli vain 40 %. Siksi cutoff-arvolla <80 % sidoksia HBA®-analyysi havaitsee vahemman Résultats attendus : Pipette fir die Abgabe von 2 bis 10 p, Einmal-Pipettenspitzen www.hba-picsi.com ) aracshaldban
Kypsat siitidsolut sitoutuvat myds kemiallsesti alustaan Kiinnitettyyn hyaluronaaniin . jin oy ofet siemennestenytteists, joissa on todella alhainen morfologia, mutta niiden e pourcentage de sp liés a V'acide hyaluronique va essentiell de Mikroskopretikel R P HBA Sperm-Ha Binding A feolomaanuaragTacn. , o ) 10 percen belil az Gsszes spermium Kancsolatba fog léoni az immobilizdlt
(9, 10) kuten esimerkiksi HBA®-paketin hyaluronaani-palystettyihin lasilevyihin. e o . e ) 03100%.D étude effectuée sur 157 échantillons d de patients sétant | Kl PWpEVN ovop perm-Hy inding Assay A pua guoahida aépa mapepmodioel ) pétpnon oe éva mhéypa pétpnong, enavardpete my v p Ul az Osszes spem peso g lépni az 0
’ ; ; - ’ L N ytteiden joukossa, joiden HBA®-tuloksen havaittiin olevan alhainen, on vahva huonon a 6. Dans une etude efrectuee sur 15/ echantillons de spermes de patients setan: Schrittweise Anleitung: (Ava 56 i \ 50 HBA®) . PR : . hialuronsavval és kotddni fog hozzd. 20 perc miilva a gyengén mozg6 spermiumok

Mikroskoopilla katsottuna sitoutuneen siittidsolut eroavat sitoutumattomista siten, ettd morfologian ennuste (>80 %) présentés pour un diagnostic de stérilté soupgonnée, la moitié supérieure des échantillons t 2 o ) vahvon mp \¢ omeppato{wapiwv o€ pOVIKG 080 avdhuon o¢ évav véo Bilapo Kat pe pia véa kahumrrpida. 0 b ¢ .

niiden hannat helluvat v0|makkaast| mutta pit eivatiku, . raulukio2 présentait un score HBA® moyen de 93 liaisons (42,6 %). La moité nféieure présentait ; E‘erTTestfrTcl'Jss.b(;l 20 CEls 3:‘ IEdurch efiihrt werden. Kataokevaotiic: Biocoat, Inc.,, 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA Eppnveia Twv amoteheopdrwy: Z‘Tﬁg: mz p :ge:?nTu:;k elérehaladé mozadsa measztinik. de a farkuk tovibb

Hyal on merkkind, it ett HspA2-kaperoniproteinin (1, 2, 8 HBA™-Tlokeen merkitys morfologialle des scores HBA® de 88 % de liaisons 3 260 liaison, a moyerne éait e 70 % de fisons - <on Lot oamen beschicken. . . Mavopéag oig H.IT.A.: ORIGIO Inc, 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911, v aunMS amoréheapa g avihuong HBA® avriatoryel o€ yaunh avadoyia dpiuay sankod. A elbventul 5 nem monas soermmak fars e mosoa. A mem kitiditt

valittamat. spermi f ovat. onni Kaperonin - poissaoll f g (218 %). Environ 1% de ces échantillons ne présentait aucune liaison décelable  I'acide Die Samenprobe unmittelbar vor Verwendung durchmischen und  einen Tropfen Tn\.: +434-979-4000 omeppatolwapiwv 0TO OTEPH Kal, OUVEMWC, aMOTENE( MPOYVWON UMOYOVIPOTATAG. proc. Az €1p e oGO sp o

meioosin vaje, DNA-korjaus, hyaluronaannn sitoutuminen ja muut vaiheet siittidsolujen Tutkimuspaikka | N | Herkkyys | Spesifisiteetti | Positiivinen vo| p= P von 7 bis 10 I Volumen mittig auf das Testfeld geben. N , i o . . ) AvtiBeta, Ta waId TIO TIpooBEvoVTaL o€ va) 6 o0 elval tavd otV spermiumok szabadon iszkélnak. e . X )

kypsyessé saattavat tapahtua. PA 50 | 432 76,9 84,2 0,198 (NS) L ation d I i térer| ) 3. Sofort das Deckglas auflegen. Das EinschlieBen von Luftbléschen ist zu vermeiden. E£°“"'°§°T'll“"°< aveimpogwiog oty EE Medl(al Device & QA Services Ltd, Spring AMEiB0001 1 10 Wi0l0 Kal 0 ai(rovml £ LUT YOVIBIOLATI QKEDaGTTa (1,14 A vizsgdlat akkor tekinthetd pontosnak, ha kottt és nem kotdtt mozgd spermiumok

P G ) - - AT S0 | 513 9.9 ) 0,012 a preg €5 Sper (nage vers Famont, gradient) peut altérer a proportion Das Deckglas weist in Raster von 100 Quadraten (0,1 mm x 0,1 mm) innerhalb eines  Court, Spring Road, Hale. Cheshire WA14 200, United Kingdom, wwwmdgas.com, nAEmopaon plo Kat o He v yoviduspanin akepaigtra (11, 14, teljes szama 100 és 200 kzott van. Szdmolja meg a mozgo spermiumok dominans

Hyaluronaaniin sitoutumattomilla siittidsoluilla on monia kypsyméttomyyteen liittyvi r - 2 g 4 des ermatozoides liants a I'acide hyaluronique dans un échantillon de sperme 9 4 . 21,24), mou BekTIQVEL TV TIOIGTNTA TG TATPIKN ¢ oto Loy H mpoodeon oe P o ! ¥ . . "

ominaisuuksia: ne séilyttavat sytoplasman ja histonit (9), niilla on suurempi morfologisten A 52| 542 78,6 68,4 0,015 L p i ¥ 4 perme. Sichtkreises auf. Das Deckglas mit nach oben weisendem Sichtkreis auflegen. Umein ~ Fax:+44 161903 9787 Shoroukd o i 5 ononmzi? N u[|l)<)\' gndni o hettow IKY UK”E' e K osztalyat (kitdtt vagy nem katdtt) egészen addig, amig legalabb 100 spermiumot

poikkeavuuksien esiintyvyys (18 22 23) ja n||||a on alhaisempi genoominen yhtenalsyys a 55 | 265 100 100 0,01 "_T!“es et dépannage : i " ) h EinschlieBen von Luftbldschen zu meiden, das Deckglas mit einer Kante im spitzen ~ Ev8edetypévn xprion: Pt g B o‘!’g TV UPnAY amo T xapnAn PYIKI) GKEpaIOTIT N vagy 100 racshalonegyzetetmgg nem szémolt. Ezutarj a'zonnal sgamolja meg a masik
kuin hyal " ila siittigsoluilla on v Vhdistetty | 157 40,0 35,5 30,9 0,001 Utl isez {Jnlquem.entdu sperme frais o{)tenm y amoins de Erms eures. Winkel an der Kante des Testfelds aufsetzen (Abbildung 1). Dann die geg: H Avatuon mpoodeon omeppatolwapiwv oe vahoupovikd 0§y HBA® evdeikvutat yia xprion ovat Tm yovoroty “F' ) ) . X osztdlyba tartozo mozgd sper is rac

DNA salkeen katkoa kum snoutumanomllla 24) ia nelinkertaisesta kuusikertaisesti - - - — Léchantillon doit contenir au moins 30 spermatozoides mobiles. Si moins de liegende Kante des Deckglases langsam absenken, sodass sich der Winkel schlieBt.  w¢ jiépoc: Ty mpdyvwon TG yovipotntac, dev eivar anapaito va pmopodv oAa ta omeppatolwdpia Egy adott ondémintéban nem mindig lehetséges 100 mozgé spermiumot talalni;

) (24 OTutkimuspaikan data laskettu uudelleen cutoff-arvoilla <5 % morfologialle ja <80 % id 6 la grille, install éticul i 5000 A 6 060, G Aovi Sebeut A ; e h IS
ploidiaa (10, 11).  Sitissolujen likkuvuus Kihtyy u@ uspaikan data laskettu uudelleen cutoff-arvoilla orfologialle ja b 30 spermatozcides sont présents sur la grille installez un réticule pour microscope ou Bei Annaherung des Deckglases an den Objektrager beriinrt das Deckglas die Probe 1. T Tumiiic avé\uang omépyiaro ot Sidyvewon mbaviic avBpikic uroyoviisTTac. va mpooBeBody o uakovpokd 080, @ A n avahoyia Ty npoobebepévy oe uahoupovikd ku[onos_en igaz ez az ollgospermlfs Vrymntakr_a. o

hyaluronaaniin sitoutumisen myata (6, 7, 14). Siitidsolun kyky sitoutua hyaluronaaniin HBA:lle. comptez les différents champs microscopiques successifs pour permettre un examen sur (Abbildung 2). Das Deckglas weiter absenken, ohne es loszulassen. Das Deckglas erst 2. T avaNdoewv yia Tov poadlopioyid TG KaTaAArYC QVTIHETGTIONG TG UOYOVIHOTTAG 441 onspyam(mup}mv pénel va uVV'I&I & anorya)\zaucnu'(o El‘lllT:E&O TIPOKEIWEVOU va 5. Szan_]ol akia hla[uronsavhq_z ljot”odo spermlunjok sz]azalrekosara'nyayt. o

osoittaa siis sen kypsyyden ja kypsien siittidsolujen osuus osoittaa sperman kypsyyden ~ Symbolien maritelmit Il:::) Z\‘;:;S::T;:'Z"g‘;’l‘;:ggf;"n":é’:r';?2{:‘:{:;‘;'ig :?fer:t‘::oazgi?e;olzllce:ngle?treet non loslassen, wenn der Sichtkreis vollstandig mit der Probe bedeckt ist (Abbildung 3). e e€wowpatki} yoviponoinon. i"lTing*kl ia kahy mguvomm V:VIHET;]TGC H mpooeon nave ané o mxzriéwuﬂﬂm :k:\zltllj(reozr;ﬁ‘:);ﬁ:ﬁ e;:;?:o sp szdzalékos at

siemennestendytteessa. Katso kiyttdohieista Valmistaja Lampétilan ylaraia | Vitenumero : - b -ITETTECTantion £ e ! - AbschlieRend den Sichtkreis mittig iber dem Testfeld ausrichten. Tovoyn: eninedo, katd ndoa m avoznm €v ehtiovel mepartépw T yovipotnta. Me Bdan toug : . . )

HBAC-levy: A ) ' 2 ."{c ) Assurez-vous toujours que [échantillon ait été appliqué sur le coté enduit e la lamelle. Le Abbildung 1: Aufsetzen des Deckglases auf den Objekttriger 1) QUOIKI] Yoviomoinan, Ta Gpiya oneppatolwdpia mpoodévovtat e uahoupoviko 00,  OUOXETIOHOUC e T uatohoyiki| popgohoyia Twv omepuatolwapiuy, To eninedo g Katgdés %-os értéke = 100X ———— Korofrmazgosperfn‘lvum —

HBA® eyl on ki denttists hyaluronaanilaplystetys analysioker, Lskemal H /i’» (Amel _endm: est vers le haf{é quamli |I'"5C"|§’“°“ « HYD:_K HBA I» est Parfalten:jeqt :S'ble- Abbildung 2: Absenken des Deckglases auf die Probe 0 kP10 OUTTATIK ToU wOgdpov Biakou Tou woBuAaKiou, evi Ta avidpipa amepuatolwdpia  Avaluonc mpooSean ot uahoupovtkd o€0 mov Siagoponolei Ty avidtepn amo Ty ehdyiom ) Kotott mozgd spermium + nem Kitbtt mozgd spermium

iden fa si iensittcsolujen maarsn maitellld  alueell, Appliquer es/spermatozm es et la lamelle couvre-objets sur le coté non enduit donne Abbildung 3: Aufgesetztes Deckglas Sevmpoodévovtar (3,9, 13, 14,19, 21). TipOyvwon yovipdttac umohoyidetal 6Tt eivat mepinou 80%, Mivakag 1. Példa: o ) ) » )
sitoutuneiden osuus niytteessi voidaan laskea. Vain ammattimaiseen|  Ei saa steriloida Steriloitu | Valtuutettu edustaja I?pparelncg d'une absence de spermatozoides liants. De méme, sila lamelle couvre-objets 4 pag Testeld fir mindestens 10 und héchstens 20 Minuten inkubieren. Die Anzahl der  Ta épipa omeppatolwdpia Mpocdévovtal, emion, o vahoupoviks 086 Tou elvat ynpikd Nivakac 1 100 racshal t lva Gsszesen 89 nem kitdtt, mozgo

Naytteen kerdys ja preparointi: kayttoon uudelleen sidettamélld | Euroopan yhteisossa 23 pas été suffisamment pressée, ||9:5 fpefma“’lo'des P‘f”"‘*'ln 5:”‘:":’ ':“‘"‘I:’b”:fl-l ungebundenen beweglichen Spermien und die Anzahl der gebundenen beweglichen ~ mpooaptnpévo oe éva BonBntikd péoo (9, 10), M. ot MUHEVES 1e VANOUPOVIKG Eppnveia amoteheopdrwy tne avdlvong HBA' spermium volt lathatd. Kozvetleniil ezutén 27 kotdtt, mozgé spermium latszott

. i vous ne remarquez aucune liaison, recommencez le test de I'échantillon sur fan i iror identi : : 0 vud 5 g g : n . scshalon

Siemennestendyte tulisi kerits masturboimalla, mielells3n 2-3 péivéin pidttiytymisajan Rx Only [sTERLETR | [EC[REP] ane lamelle diffe':lente pour confirmer e résultat Spermien in einer identischen Zahl von Rasterquadraten (Bereich) bestimmen. 00 yudhvec aviiketevogdp néaf&'nou YKPOTODV To KT HBA®. Kt v Anotéheapa tng t:vahu?nc HBA Epunveia 100 récshalonégyzetben. [ ——

jilkeen, puhtaaseen ja kuivaan purkkiin. Pidi nyte 20-28°Cssa 30 minuutin ajan De termps en temns. des amelles couvre-obiets peuvent étve défectietises et prsenter une Innerhalb vonA10 Mlnut?n treten aflle Spermien ||? Kontakt I:I'Ilt der immobilisierten efétaon oto | P ( Tu' p DEiEva oMepua wapla Blagoponotodviat ano (%' p 1€) : : i i 23 kiitddés %-os értéke = 100 X — : - il - -

nesteyttamista varten. Vield 30 minuutin jalkeen viskoosit naytteet voidaan liuottaa _ S — > temps en temps, Jets peuvent > pres - Hyaluronanschicht und binden an diese. Nach 20 Minuten beginnen schwache beweg- ~ Ta pn mpoodedepiéva and v éviovn Kivnon Tng oupdg Toug, eV oL Kepaég Toug dev Npéodeon >80% DuotohoyIKi) WPIHGTNTA KAl GUOIKI] Aettoupyia 27 kitdtt mozgd spermium + 89 nem kitditt mozgd spermium

samaan maaraan siemennesteen liuoitusnestett kuten esimerkiksi siemenjohdinnestetta. Jalleenmyyja Pidettava kuvana Maird rille graée su e desss de a lamelle au e cOté en contact avectéchantilon i ce liche Spermien an Beweglichkeit zu verleren. Mapouotdouy mpoodevTik Kivnon, Npdobeon <80% Mewpévn wpipdtnta kat guoki Aettoupyia Avizsgalat pontossaga:

Analyysion tehtavé siemennestendytteelle 3 tunnin sséll3 néytteenotosta. g €as se présente, recommencez le test avec une nouvelle lamelle couvre-objets. Contactez Gebundene bewegliche Spermien stellen ihre progressive Bewegung ein, zeigen je- ~ H mp ] 0¢ vah 441 5 mv emmwyq olokMjpwon g ey A vizsgalat pontossdga a megszamolt spermiumok szamatol fiigg. Minél tébb spermium

Varoituksia ja huomautuksia: votre d's"'hU‘f{”POU’}OU‘ remplacement. ) doch weiterhin aktive Schwanzschlagt Tote und unbewegliche Spermien ~ OmeppaTOy£VEDNG f1E usquaBnon T auvodob mpwreivng HspA2 (1, 2, 8). Se mepimwon  XAPAKTNPLOTIKG améoonc: . szamolhaté meg, annal alacsonyabb lesz az eltérés. Lehetéleg legalabb 100, teljesen

y Slemennejxte on vaarallinen gine. iofa tulee kasrtella ase on tuhottava kuren muur _ = - " _ Si une bulle d'air empéche le comptage dans la grille de comptage, recommencez le test zeigen keine Schwanzschlagbewegungen. Nicht bindende bewegliche Spermien anousiag ¢ ouvoSo0 MPWTENG, evBEyETal va MapouoiaoTodv eNelaTa oty peiwon, Mia pe}\m] oty onolu ouyKpifnkav Ta amotehéopata me avdlvong HBA® pe mozgé spermiumot meg; az K akkor fogadhatdak el, ha legaldbb

: tartunta- ia biovaarallset aineet. ’K {1 13 suolakdsi j iaia b Merkintdjen Eisaa kyttad, jos pakkaus|  Kéytettdva Merkintgjen avec une nouvelle chambre et une nouvelle lamelle couvre-objets. schwimmen vergleichweise frei in der Probe. T emd16puwon Tou DNA, Ty mpoodeon oe uahoupovikd o€0 kat o€ dMa Pripata g 9UOIOMOVIKI| ,"" hoyia T amepy wapiwv (auotnpd pirfp Se€rxtn ui le‘vuqm 30 darab teljesen mozg spermium keriilt megszamlaldsra.
Desinfioi /{alkkl it i it ite bm}; aarasiilsssi J viitenumero on vahingoittunut viimeistadn versionumero Signification des résultats : Liegt die Gesamtzahl gezihlter gebundener und dener beweglicher Spermien  wpiHavong Twv ameppatolwapiwv. onéppatog and Tpia epyaotipia eEwowpaTIKi on¢ (IVF) i avSpohoy Egy variabilitasvizsgalatban harom gyartésnyi targylemeztételen belil és azok kozott az

2 HBA@_/eyy‘de'jagk](j ttiid siittidsolujen valintaan /(5/ ja IVF -toimenpiteitéi varten! Levyt Un score HBA® faible révele une faible proportion de spermatozoides matures dans le zwischen 100 und 200, weist das Testergebnis eine zufriedenstellende Prizision auf. ~ Ta omeppatolwdpia mou aduvatolv va mpoodebodv e uahoupoviko o€y éxouv pa  OF TPEC "O)ﬁflfc (KOVEK“K“T (CT), Kahipopvia (CA) kat "WUU)\[‘“VW (PA), pe uuesva( egyes ondomintakat tobhszor is megvizsgaltak a vizsgalati targylemezeken. Normal minta

R jaersaaiay Hiosoly anitSjaly teltdvarten. Levy! sperme, ce qui est signe de stérilité. Les sper liant a l'acide hyaluronique, Zunichst die vorherrschende Art (gebunden oder ungebunden) beweglicher S, ermlen EIpd KOWGV XAPAKTNPIOTIKOY QVWPIHOTNTAG: Slatnpodv KuTtapomhacpa kat lotoveg  TOU TP yia ) Sidyvwon mbavic oy esetén vizsgalatonként, koriilbeliil 196 spermium megszémlaldsa utdn az eredmények
eivit ole steriilejd, vaan ne sisdltdvit endotoksiineja ja voivat olla alkiotoksinen. Tamdn P N d (gebunden oder ungebunden) beweg P B ol ; o h PR .
aketin hankinta ei mahdollista sittisoluien valikointia HBA®-lewyilli ' . _ . S— — au contraire, sont aptes a interagir avec lovule et sont associés & une haute intégrité zahlen, bis mindestens 100 Spermien gezahit oder alle 100 Rasterquad (9), mapovaialowv peyahitepn ouyvoTTa avepahng popgohoyiag (18, 22, 23) kat 50 5EIVU0‘° and kdfe epyaompto kat n avdhuon HBA 5l€fﬂxeﬂ o EDVGUTHPIO OUU‘P“’VU (atlagértékek (kGtddések 9%-os arénya) /varidcids koefficiensek (%)/€s a vizsgalatok szdma)

S"'Ip . ! Y. £ o | Fyrogeeniiol (avIIe" ki N Ker.takaytton?in; génomique (11, 14, 21, 24), ce qui améliore la qualité de la contribution du pére au zygote. wurden. AnschlieBend sofort die andere Art beweglicher Spermien in der gleichen Zahl £0UV JIKPOTEPN GKEPAIOTNTA YOVISIOPATOC OF Oéon WE ekeiva mou Mpoodévovtal pe g 08nyieg ypriong ¢ avdluong HBA®. Ot avtikelpevopopol mdkeg poppoloyiag a'"' | 2 Ienfek: (86,9, 85.,5,85,0/425,4’/%0,10,’ 10).Rendel|lenes, olig_osperrj!a'sminta

HaB:t\egs't T s flassa 20-26C ot analyysisertifikaatti 1end9tok5||n|yk§|kko B t‘estaltltu ) ei saej k‘?yrtaa La liaison  Iacide hyaluronique distingue lintégrité élevée et faible et le potentiel de von Rasterquadraten zahlen. 0¢ vahoupovikd 0§ — Ta wapla T MPoadEvovTal 0 LANOUPOVIKG 080 npo‘sr?‘luuomkuv [uy spvaomplo Kat aneotdnoav o€ pua Kevipik TomoBeoia 6mou  esetén, kiriilbeliil 41 spermium megszamllésa utdn az eredmények a kbvetkezok voltak:

evytsallytetaan puliaassa jakulvassa tiassa Nlampotiassa. on saatavana laitetta kohti) . h'f’?_“ fertilisation. Es wird nicht in allen Fallen — inshesondere nicht in oligozoospermischen Samenpro-  Tiapovotélouv ok hiyorepeg Bpadoeic e poviig éhkag Tou DNA o€ oxéon pe exeiva TAunKav ano tov iBto umyavioyd avdyvwong, - , ) (59,0, 55,8, 58, 4/18 34,17/20,10,10).

‘.‘“'all.’Y‘:“ 5“0"“3"“"_9".1 ) . pyynnosta ﬁj@) alkion analyysilld Dans la détermination de la fertilité, il nest pas nécessaire que tous les spermatozoides ben — méglich sein, 100 bewegliche Spermien in einer Samenprobe zu finden. miou Sev mpoodévovtal (24) kau ia Tetpamdota éwg e€amdola pikpdtepn ougvomta  Td Oebop Kav e évav ivaka ouvag 5'"3\'1( €0dou e xprion poppohoy Mindségell

ei ole mukana: # ~— - soient capables de se lier a I'acide hyaluronique mais la proportion de spermatozoides 5. Den prozentualen Anteil hyaluronan-bindender Spermien berechnen. aveumhoeidiag xpwpoowpdtwy (10, 11). H kwnukétma Twv omeppatolwapiov  (taSwopnkav wcumoyovipaavn @ Ytk Hoppohoyia frav <5%, eva oe Kabe ﬂ)\)\ﬂ A spermlum -hialuronsav. kot6deési reakcid. demonstrdldsahoz friss, érett spermiumok
mukana: ' ) . liants doit atteindre un niveau efficace afin dobtenir un bon pourcentage de réussite de Formel fiir die Berechnung des p Anteils an der Hyal hicht bin-  TiPOkaNeitat pe Ty mpdoSean o€ uahoupoviks o0 (6, 7, 14). Tuvema, 1 wavota  MEpITTLON, G yovika (4, 5, 15, 17) kau avihvong HBA® (ta€wopiinkay wg urioyéuiy damellett friss ondokontrollok a kereskedelmi forgalomban nem

HBA®-levyt Mikroskooppi 400-kertaisella suurennuksella fertilité. Une liaison supérieure au niveau efficace n'améliore probablement pas pour dender Spermien: poadeang o€ uahoupoviké o€ mpoadiopilet éva pio omeppatolwdplo kat N avahoyia  O€ MepimTwon mov n mpdodeon fitav <80%, evw o€ kaBe AMN mepimwon, w yovipa).  kaphatdak. A felhasznaléknak lehetség szerint knak kel létrehozniuk sajat friss

Peiteliuskat Kertakéyttdiset, sterilit testiputket korkeilla French/Francgais autant la fertilité. Sur la base de corrélations avec la morphologie de spermatozoides o Hyal Binder = 100 Gebundene bewegliche Spermien TWV GPIPWY oneppatolwapiwy eivar evBEIKTIKR TNC WPIHOTNTAS Twv omeppatolwapiwy e H onpavtikotna ekéyxnke pe T otatiotiki Sokipacia Pearson Chi- Square e yprion Tou lljukat, illetve knak kell kialakitani a normél és rendellenes HBA®

Tuotteen kdyttohjeet Mekaanineq Iaskuvél@_ne ) o Brevet européen n° 1056336 DBP/69924472.2 normaux, le niveau du test de liaison a I'acide hyaluronique distinguant une attente plus ' pinder=1E0X Gebundene bewegliche Spermien + Ungebundene £va Oeiypa omépparoc. )\OVlUu'IKOU SPSS yia @ Windows. H avghuan é6£|{§ ot To vanmé)\zoua me uva’)\uun'c HBA® pontszén?ok kap(solddé elﬁgnlénlyeit. 3 4 o )

gleTeRJoh(?R??}etta (tHl#mqkaugq‘I Fluid, HTF, IrVTe Scientific, Mode d'emploi : Test de liaison du sperme a Iacide hyaluronique HBA® élevée de fertilité d'une attente plus faible est estimée a environ 80 % (voir tableau 1). bewegliche Spermien H avrikeytevo@opog mhdka HBA®: oyeti{oTav onpavTIkd e ™ popgoloyia yia SeSopéva amd ta ouvduacpéva dedopéva (kat A spermium-hialuronsav kétdésreakciot a spermiumok lefagyasztasa és kiolvasztésa

anta Ana, (A) tal muuta hyvaksyttavaa siemennesteen Beispiel: 6 i o ¢ 00 0 ¢ 6 TaTpia Ep uomplu) ﬂlVGKu(Z nem befolydsolja (16, 20, 25). Hasonldan a feliisztatassal vagy gradiens-eldkészitéssel

A fan S www.hba-picsi.com Tableau 1 H avikepevopopog mhdka HBA® éxel dvo 6potoug emkaluppévoug pe vahoupovikd Y Ja {16, 20,

I';uotltllj(ﬁnegthtta,j_pststa onk?O"tfol T(g/ml ptroteumpnmsuus Propriété exclusive et noms déposés : HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (Test de Score HBA', interprétation des résul Die Auszéhlung von 100 R: ergab eine Zahl von 89 ungebundenen be- ¢y g 'r Sokipnc. MeTpavTa Tov apiBpo Twv KVTIKGY mpoodedepévioy Kat iy 10 kah eidikomra Kat Bgm(q poyvwotiky afia,  feldolgozott spermiumok normdl médon kétdnek a hialuronsavhoz.

Agr ?, a/Knltluse naytteentasittelykasinee liaison du sperme a Iacide hyaluronique HBA®) Score HBA' (% liaison) P weglichen Spermien. Unmittelbar anschlieBend wurden in den 100 R d SepEvwv omEppaTolwapiaV oe iia Kown meptoy, ival Suvatog o umohoylopoqTng  N1apoho mou r] auulaﬂnam Tav uo)\lc 40%. Tuvemac, o€ pia Ty Ol poodean Vart eredmények

P!ast',p eto el 2-10 0L kertakayttiisis pivettikirkia Fabricant : Biocoat. Inc.. 211 Witmer Road. Horsham. PA 19044, USA > 80 % liaison Maturité et fonction physiol I 27 gebundene bewegliche Spermien gezahlt. ‘ , “va)\ovlacu‘)vnpog&gégungv oneppatolwapiv. <80%, n avahon HBA® aviyvebel Mydtepa and Ta jiod Seiypata oméppiatog jie mp Ahial hoz kot6dd spermiumok szdzalékos aranya gyakorlatilag barmi lehet nulla és

N:?kerosll?:unui; ﬁe:::(]:;? o2 %n’aleurejiisznﬂgsm pipettikarkia ? ".(aﬂ :Biocoat, Inc, ! itmer Road, Horsham, 2 ‘ = 80% laison Maturité et fonction physiologique réduites 239 Hyal Binder =100 27 gebundene bewegliche Spermien TuMoyij Kat mposTotpasia Tou Seiypatoc: XapnM Hoppodoyia, aNd avdpeoa oe autd mou aviyvevovtal wg Xapnha anors)\iouum me - 100% kbzilitt.l Egy'valészim]’ tgrm'éketlelr)ség'l)ep szepvedﬁ betegektd| vett, 157 ondémintat

P ) Distributeur aux Etats-Unis : ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911 . 27 gebundene bewegliche Spermien + 89 ungebundene To onéppa B mpémet va auMexBei 140t QUVVIOHIOU, KATA MPOTIjNGN KETd amb 2-3 npépec avalvong HBA® undpyet onpavtiki mpoyvwan (>80%) xapnAng pop@oloyia. tartalmazo vizsgélatban a mintak felso felénél az atlagos HBA® pontszam 93 + 2,6%-0s
Vaiheittaiset ohjeet: (USA), Tél. : +434-979-4000 Caractéristiques de performance : bewegliche Spermien anoyiic, o€ va Kkadapo, oTeys dogeio. Matnpriote To o Oeppokpacia 20-28 °C yia Nivakac2 kotddeést jelzett. Also felilk HBA® pontszama nulla és 88% kazotti kitdést jelzett, ahol
i n © C-n [3mniti . .. . . . " . é é LI i i . d 4 N B A ) B N 4l Aot . . )

1. Suorita analyysi 20-30° Cn impitilassa. Représentant autorisé au sein de la Communauté européenne : Medical Device &~ Une e‘”de( Ci']‘l’a'at"f 19)5 fe%:’!‘a‘f; d;’ score H;‘A ,ah'a 'pﬁ'pmc']“g'e de Spe’"‘awm:ddes El’:zl:r‘;‘z’l's‘lg:’dz‘;:sts inct von der Zah ceashiter Soermien ab. Je meh Soermiey 30 TG 0T€  vyporonBe. Aeyara nou napapévouy mayipevora et an 30 A Snpasiawy anoteheopdtwy g avihuang HBA' otn Mopgoloyia :Vk‘fg?_de“:‘alt'age”e';e 70+ 18% volt. £ mintdk kdriibell 1%-a kimutathatoan nem

2. Lataa analyysilokero siemennesteelld. QA Services Ltd, Spring Court, Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, normaux {criteres stricts) a €te ellectuee sur des echantriions de sperme provenant de . ngt von der Zai g opermien ab. Je perm {mopoby va apatwBoly e i ion Moe6TTA ApaIWTIKOU GMéppaTog, oM, yia Tapdderypa, ) . ) T oeu mpoyvwotikn B btodotta hialuronsavhoz. . o
Vilittomasti ennen kéyttoa sekoita nayte ja tiputa pipetilli kooltaan 7-10 pL:N tippa wwimdgas.com, Royaume-Uni, Fax : +44 161 903 9787 trois Iaboratmr_es deFlVoud and.rologle’(lianstrms, etatfamerlcalns (C_onnectl_cut, Callfyo.rrye, gezahlt werden, de;to geringer ist dle"Vananz. Nach Maglichkeit sgll?en mind- 0 avBpo M6 uypo (HTF). Mig€yere v avluon to Seyua oméppatog evrse Epyaotipio perémng | Ap. |Evawobnoia | Eidikotnta atia p= umok elloke'szn'ese (felt{szt.ata’s, grédiens) megvéltoztathatja a hialuronsavhoz
analyysilokeron keskelle. Usage prévu et Pennsyllvame) avec deslpanepts setant'plresentes pour un dlagnostlc de stenlng estens 100 b_ev;egllche Sp;rmler;_g;zashlt wc_erden. D;i Testedrgebms ist akzeptabel, wenn 30piv anbm ouhhoyi. A 50| 42 769 8,2 0,198 (NS) 36 példiny aranya’taz ondémintaban.

3. Laita peiteliuska valittomast paikoileen: vilté imakuplia, Le HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Asay st destin 3 et utsé en tan que paric o s O e S g e B o e e e e e verschicdene Okt 1068 Kat Mpoguhd AT 50| 513 | 909 952 0012 |  Korldtokéshibakeresés: .
Peiteliuskassa on sadan 0,1 x 0,1 mm:n nelicn ristikko katseluympyrén alueella. Aseta  jnteqante - aéte hrela Is¢ Surts,':‘f selon les mo ?: :mp ol de f . & imle e ﬁo'” :tl: e te a t?;':f_:,fg’;:ﬁ?;ﬂ;?}grzfn :,rtllar dle:1 Z“:r;:ﬁ: . aSar:le?]err:l?enuw: d:l:ﬁm;t:t:tn%ei é?ne; 1. To aﬂspua elvat Emivbuvo Uy Kt 0 yeipiouoc kat ) amdppup] Tou mpémet va ylvavral A 52 [ 542 78,6 684 0,015 isak. olyan frllss opizn;gtat haszndljon, amelzlllz i:lalrom ggaqal :em rgge}]l)!;|:b evesebh
peiteliuska ympyré ylospéin. Vlts imakuplia niyteess? Kinnittimalli peiteluskan 1 o Fanalyse dassioue du sperme nour établi e diaanostic de sl soupconnée morphologie ont été préparées sur site et envoyées a un site central o elles ont été notées g hargen wurden e prob ¢ g . . oiiguva e T KariMphec mpoUAGEEIC mou toiouy yia foluay Biolo) a 5T 265 00 0 0,01 " egalébb 30 mozgd spermiumnak kelltsz6dnia. Ha a récshél6ban kevesebb,
toinen reuna lokeron reunaan niin, ettd se muodostaa saranamaisen kulman (Kuva 1) ' u / ¢ P P k s par un seul lecteur normalen Probe, bei der je Objekttager ca. 196 Spermien gezahlt wurden, ergaben sich emkivévva vhikd. Qopde ydvua, eomdigud mpootacias Twv paniéyv Kkai pduma Yuvduaopéva 157 | 40,0 855 80,9 0,001 mint 30 spermium latszi, tegyen fel egy masik racsot a mikioszkGpra vagy addig szamolja

L L - Lo chezI'homme, Les données ont été analysées par un tableau de contingence a deux sens en utilisant la die folgenden Ergebnisse (Prozentualer Anteil gebundener Spermien (Prozentualer Anteil . Lo o P . . . a0y - - - - az egymas mellett lévd mikroszkopmezoket, amig legalabb 30 mozgd (kGtdtt és nem
laske peiteliuskan vastakkaista reunaa alaspdin sulkioksesi kulman. Kun peiteliuska 3 " des analyses servant a dé propre du desstérilités par FIV. morphologie (classée comme hypofertile si < 5 % a la morphologie normale et fertile  gebundener Spermien (Mittelwert) / Variationskoeffizient (%) / Anzahl der Testwiederhol- epyaotnpiou. Anohvudvere Gha ta andfhnra xat anoppire 1 o¢ &va doyeio ya folopd SeSojiéva Twv EpyaoTnpiwv Noyiotnkav pie TipéG & 0 <5%ya T kotott) spermiumot Gssze nem tud szamolni. Mas megoldasként koncentralja a mintat és
on lahelld levyd, se tulee kosketuksiin naytteen kanssa (Kuva 2). Jatka peiteliuskan Résumé : dansple (ag contraire (4, 5,15, 1¥l))) et le score HBA® (classé coFr’nmeghypofertile si< 80 % ungen): (86,9, 85,5,85,0/4,5,4/20,10, 10). Bei einer anormalen oligozoospermischen emiivbuva andiee. ® Hopgodoyia kat <80% yta Ty avaluon HBA‘”‘. o végezzenpel egy Uj vizsgalatot a koncentrétur;lon. ! :
laskemista padstamattd liuskasta irti. Pdastd peiteliuskasta irti, kun ympyré on ) . " PTG . L - . e PP, G b . . o 2. MﬂXPW’W”O'f’Tf"C“V“KWEVOWPOUC”MKE(HBA V‘UT’IVWMOVUoﬂfﬂilﬂmfwﬂﬂf‘w P : < < e
ok t ittama (K 3) Lonuksi keskiti lok i Dans la fécondation naturelle, les spermatozoides se lient & l'acide hyaluronique, un des  de spermatozoides liants, fertile dans le cas contraire). La signification a été testée via  Probe, bei der je Objekttrager ca. 41 Spermien gezahlt wurden, ergaben sich die folgenden ya evbokur éyon oni (ICS) 1 €& Eme€nyriosic oupBoAwv Mindig ellendrizze, hogy a minta a targylemez bevont oldaldra keriilt-e. A bevont oldal
Kl:n:)an:an naytteen peittama (Kuva 3). Lopuksi keskita ympyra lokeron palle. félémetntsprincipzllluxge la gagiie;eﬁjaigllglf)irede cumulus oophorus ; les spermatozoides :-’lanallyse stafisf:gue d\lj (hi_(a:é :: ll’tee}trson en /utillilsant le IS{I/’S\Slpour IolgiclieI.Windm?v& ‘Elrge:)nisselz( (59,0, ISIS,S, 58,4/18,34,17/20,10,10). (VB! 01 avm;auzvo(pépo: mhikec Sev sival J——— ﬂrEplé)((;Ul; zv;Somiiveé Toovievieeac | Aroot " Ao G0 Wi :l}tgg I:?:eszlaurlw':bzv'oizlc))}lxdf;r;g:’zllelg(aotr;I;tear%ﬂ::gm?mrf‘;gSa;Tortrgtlilrj]m;; ;;

immatures ne se lient pas (3, 9, 13, 14,19, 21). analyse a révélé que le score était ¢ iéala gie pour les ualititskontrolle: . . , S . 4 B pwpevo
Kosketa peiteliuskalla Les spermatozoides mgtures se lient égal al'acide ique fixé chimi données provenant de données combinées des trois sites (voir tableau 2). Der Nachwes der Hyaluronan-Bindungsreaktion von Spermien kann mit frischem, reifem a EV&EX{T:;;Z}%:T'”B puorociné. H %05;;?;?/;};0” i Gev enupéret v oy Obnyiecxpriang | xprian aktvoBohi Beppokpaoi POVETE | afedglemezt erdsen nyomta e, a spermiumok mozgaskeptelenqek'fognaktunm
nytelevya: a un support (9, 10) tel que des lamelles de verre enduites d'acide hyaluronique qui  Les données combinées ont montré une bonne spécificité et des valeurs de prévision  Samen gefiihrt werden, jedoch sind Kontrolllésungen mit frischem Samen nicht markt- ok &;r e irgg c Ha nem lat : akkor az y g végezze el tjra
composent le kit HBA®. Vus au microscope, les spermatozoides liés se distinguent des ~positives, bien que la sensibilité était uniquement de 40 %. Toutefois, a une limite de  gangig. s obliegt dem Anwender, eigene Quellen fiir frischen Kontroll 2u etabli 0 av épo1 mhakec HBA® mpénet va gukdosovtal o kaBapo, &1po nepiBaMov awzsgalafot egy masik targylemezen. » . N
Kuva2 spermatozoides non liés du fait que leur flagelle continue de bouger alors que leur tite <80 % deliaison, le test HBA® détecte moins de la moitié des échantillons de sperme avec  und ein entsprechendes Protokoll fiir normale und anormale HBA® Scores einzurichten. eor ' - - — - - - Alkalmanként eldfordulhat, hogy olyan hibds fedGlemezek kertiinek forgalomba,
X N P . ; i ® . ) , F— o 010u¢ 20-28°C. Aatnpriote oteyd | Hugpopnviahiéng | Ka f¢ | Apibpog avagop lyeknél a racshal6 a lemez tetején van és nem a mintaval érintkezd részén. Ilyen
Kosketa peiteliuskalla reste immobile. une morphologie vraiment basse, mais parmi ceux repérés comme ayant un score HBA' Die Hyaluronan-Bindungsreaktion von Spermien wird durch Einfrieren und Auftauen der Alz{a Vi Te aviluo LA, b/ smételi izsadl 4sik fedd LAl K Cseréiéh k
nytetts: La liaison a lacide hyaluronique indique que les évenements spermiogéniques par faible, la prévision d'une mauvaise morphologie est élevée (> 80 %). Spermien nicht beeintréchtigt (16, 20, 25). Auch durch Aufschwemmen oder Aufbereitung voyi 'l()‘um Mn;l ¢ - H ?:r ; fz:lgn;:r;atzegte megauzsgaatot egymakfedolemezzel Alemerek eriehererese
i Gi iné 2 Tableau 2 im Gradi ierte Spermien bind | an Hyal X T oA .
lEm'l[?TEdlalze de Ia“protﬁlne chaper(l)nne Hsp@f (12'2 8 ssntf te‘;mlzgg gvelc su;cels X Signification du score HBA® par rapportla morphologie :n E iy b 'm permien binden normatan Hyaiuronan Avtikeipevopopot  Mikpoakdmio pie peyéBuvan 400x - - - - n - Ha a récshalon beliil egy levegébuborék akadalyozza a szamoldst, ismételje meg
n labsence de prot.emec /aperonne,! gst p\os’5| le quil se produise e/s éficits lors de la 9 parrapp pholog rwarte_te rgebnisse: o ) Thdkec HBA® ATooTelpwpévol SoKaoTKol owNiVEC piac xpron Miavopiéag ApiBpoc avagopdg Noodtta ApiBuoc maptidag avizsgalatot eqy Gj kamréval és fedélemezzel.
Kuva3 méiose, une réparation de I'ADN, une liaison a |'acide hyaluronique et d'autres phases dans Site détude N | sensibilté | Spécificité Valeur de prévision p= Der Anteil hyaluronan-bindender Spermien reicht von nahezu 0 % bis nahezu 100 %. In Kahurepidec SUOKEUI JXQVIKAC HETPRONG onpavong Az eredmények jelentdsége:
Peiteliuska paikoillaan: la maturation d_?s sp.ermatozmdes‘ . . ) - positive einer Studie mit 157 S?mgnproben von Pa.tlentgn, die sn:h“zur dlalgnosnschen Al?klalrung 08nyiec xpriong AvBpamvo aakmyyikd vypo (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, Az alacsony HBA® pontszm kis szamd érett spermiumot jelent az onddban, ennélfogva
Les spermatozoides incapables de se lier a I'acide hyaluronique partagent plusieurs aspects PA (Pennsylvanie) | 50 | 43,2 769 842 0,198 (NS) einer vermuteten Steriltdt vorstellten, zeigte die obere Halfte einen durchschnittlichen oo CA) 1} 4o AMOBEKTO AQIWTIKG OMEPUATOC HE MEPLEKTIKOTITA cketlenséq valdszini. A hial hoz kiitédé iumok ezzel szemben képesek
) o ) L S B o . W A \0 terméketlenség valdszind. A hialuronsavhoz kit6dd spermiumok ezzel szemben képese

4. Inkuboi_lokeroa ainakin 10, mutta ei enempii kuin 20 minuuttia, Laske de la prématuration : ils conservent le cytoplasme et les histones (9), ils p plus PAl-r : 50 513 90,9 952 0,012 H.BA ;:J;i\;on 93,0.%hi 2,06(y:u blz(;e;;en SfpzrmlNe\q Dlle untlerebHa.I;t;;DeiP;gl;engmes OE MPUTEN >'0,50mg/m|. ) ) Wovoya Eeouoiodompévo Ao Todiov picc k6lcsonhatdsba lépni a petesejttel, tovabba magas genomikus integritds jellemzi
sitoutumattomat ja_liikkuvat siitidsolut seka sitoutuneet ja liikkuvat siittigsolut ~Téquemment une morphologie anormale (18, 22, 23) etllsont(une '"tegf'te génomique CA(Californie) | 52 | 54,2 786 684 0,015 einen HBA' Score 2wischen 0 % und 8 % auf, der ittelwert lag bei 70 % + 18 %. Etwa Tdvria piag xpriorc yia To yeipiopo ou Seiypatog eyyehari, | avtmpGoumocomy | avaBeapnonc xohorc.Na dket (11, 14, 21, 24), ami ndveli az apai tulajdonsagok atbrokitésének valosziniiségét
samansuuruisella ristikkoalueella. moins élevée que les spermatozoides liants a Iacide hyaluronique (les sp CT (Connecticut) | 55| 26,5 100 100 0,01 1% dieser Proben zeigte keine nachweishare Hyaluronan-Bindung. Xpovopetpo/pohdt , N A E , . ’ ) a zigétéra. A hialuronsavhoz valo kitddés magas és alacsony funkcionalis integritst
10 minuutin kuluessa kaikki siittiosolut koskettavat ja sitoutwat Kiinteasn  llants connaissent beaucoup moins de rupture monocaténaire dADN que les Combiné 157] 40,0 855 80,9 0,001 Die Prozessierung von Spermien (Aufsct Gradi Aufb g) kann sich auf Minéra yia v napoxr 2-10 L, poyyn mnérac piac yprione Xpnon 2 1 Evwon THavon Xpnotomou s megtermekenyitsképességet jelezhet,
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hyaluronaanikerrokseen. 20 minuutin jélkeen likkuvat siitidsolut voivat menettag  spermatozoides non liants (24) et une fréquence 4 a 6 fois moins importante d'aneuploidie onnees du site recalculées avec des limites de < 5 % pour la morphologie et < 80 % den Anteil der Binderin de" ! Teptox optoBétnang mp 9aKob kp Rx Only A megtermékenyité képesség meghatérozasakor nem sziikséges, hogy az dsszes
liikkuvuuttaan. (10, 11)). La motilité est stimulée par la liaison a I'acide hyaluronique (6, 7, 14). Ainsi, la pour e HBA®. Einschrankungen und Vorgehensweise bei Problemen: Madtkacia Biipa npog Bijpa: spermium képes legyen kétédni a hial hoz, de a hial hoz kitadni képes
Sitoutuneet ja liikkuvat siittidsolut lopettavat liikkumisen eteenpéin, mutta niiden ~ Capacité a se lier a Iacide hyaluronique montre que les spermatozoides sont matures et la shnition d bol N}Jrfrischen Samep mit einem Alft_erunterdrei Stynden vervs{enden. , o 1. Ne€ayete v aviluon otouc 20-30°C. Il KO TG Mn mupoy Mn kuttapotogike: Na pnv spermiumok ardnyanak el kell émie egy hatékony szintet, hogy a megtermékenyiilés
hinta jatkaa heilumista. Kuolleiden ja liikkumattomien siittidsolujen hnnat eivit  Proportion de spermatozaides matures indique la maturité des sp jides dans un ~ Définition des symboles Die Probe muss mindestens 30 zahlbare bewegliche Spermien aufiweisen. Sind im Raster 5 g yry7e évay Gahapo Sokuuic pe omépya. avévong ik yia (Wyotepo Sokipdomnke | Ypnatporouei o¢ nagy valdsziniséggel létrejdjjon. A hatékony szinten felili kitodési képesség nem jelent
liiku. Sitoutumattomat ja liikkuvat siittidsolut uivat vapaasti ympariinsa. échantillon de sperme. Consulter le mode Stérilisé par Température Usage unique, ne weniger als 30 Spermien zu finden, st ein Mikroskopretikel zu installieren oder eine sukz- Auéow oW ané T yprion, avapel€te To Sefypia Kat eyxUote e mnéta pa otayéva, | Miamaptiba diatiberar| - ano 1povada peavdlvon | mepimtwon pBopdc nagyobb megtermekenyitoképességet. A fwr.mal}perm!l{mokvr.norf(zloglajaval/ kapcsolatos
Hyva analyysitarkkuus saavutetaan, kun sitoutuneita ja sitoutumattomia liikkuvia  Lamelle HBA®: demploi iradiation maximaleadmise | pas réutiliser essive Auszdhlung unterschiedlicher Mikroskopfelder durchzufiiiren, um einen Bereich 4ykou 7-10 L, 670 Kévpo Tou Bahdou Sokipr, Katomy armogwg | evotofivicavd |  HovoKUTTapiKoU | Trg ouoKevaoiac korrelaciok alapjdn a hialuronsav-ktési vizsgdlat krilbelil 80%-o0s valdsziniséggel
siittisoluja on yhteensé 100-200. Laske liikkuvien siittiésolujen hallitsevin joukko  Lalamelle HBA® posséde deux chambres d'essai identiques enduites dacide hyaluronique. &0 auszuwerten, der so grof st, dass er mindestens 30 bewegliche (gebundene und unge- 5 TonoBetore auéow Ty kahumroia: amogivete T Bnuioupyia QuoakiSwy afpa. # ouoKker) €1Bpiou ToVTIKIOD Kiilaniti el a megtermékenyilés nagy vagy alacsony valdsziniiségét (1. tablazat).
(sitoutuneet tai sitoutumattomat) kunnes ainakin 100 siittiosolua tai 100 ristikon Il est possible de calculer la proportion de spermatozoides liants en comptant le nombre de Zundene) Sperm|eln Jemlha,“' Altsmatlv Kan die Probe auch konzentriert und der Test mit H kahurrpida Snpuioupyei éva mhéypa 100 Tetpay@vay, 0,1 x 0,1 mm, ota 6pia evog %::@) HEA' pont:;;:(l)iz::ielmezése
ruutua on saavutettu. Laske valittomasti siittidsolujen toinen joukko uisella  sper ides mobiles liés et non liés dans une zone commune. prn - - — em werden. ; ; . . 0 ; - i}
ristikkoalueella ) ) Ppre'lévement ot pr;parlation ! unez u Garder'au sec Ne pas restériliser Fabricant Numéro de référence Stets darauf achten, dass die Probe auf die beschichtete Seite des Objekttragers aufget- ;‘::g‘(;t’v;':fgo,"”o"(‘ T,O"OGET?,U:E ';l]évp(;(uAUHTpl§0 usnt)oé‘:/aKz:SE I’:]‘:?(;Syﬂ’::;:(’ HBA" pontszamok (kétodések %-os ardnya) Ertelmezés

- ST " . ) . ; : g ird. Di i ite wei © HBA” lagerichti ¢ HTwvTac Hungarian/Magyar 80%-0s kit6dé Normal érettséq és élettani funkcid
Aina ei ole mahdollista loytaa 100 liikkuvaa siittidsolua siemennestenytteesss, P . s . s dabeti ragen wird. Die beschichtete Seite weist nach oben, wenn ,HYDAK® HBA” lagerichtig (d. . oo ) L ) ’ g >80%-0s kot6dés ormal érettség és élettani funkcid
i i e e Le sperme doit &treabtenu par masturbation, de préférence aprés 23 U3 jours dabstinence, ?\ @ ‘ h. nicht spiegelverkehrt) zu lesen ist. Wird die Samenprobe auf die unbeschichtete Seite ot dkpo ov Bahdyou, Gote va Snpoupyndet ia yuvia Spota pe touc 800 BpaKiovee  gyygpai szabadalom széma: 1056336 DBP/69924472.. 2 <80%-0s kotdés Csokkent érettseéq és dlettani funkdid
varsinkaan oligospermisissa naytteissd. et prélevé dans un récipient propre et sec. Conservez-le & 20-28 °C pendant 30 minutes p und anschlieBend mit dem Deckalas abaedeckt, entsteht der Eindruck. dass v peveeot (Ewova 1) Xapnhoote apyd 1o aviiBero Gkpo e kahumipidac, KNENOVIAS  aconalati itmutate: HBA® sp - e
5.~ Laske hyaluronaaniin sitoutuvien siittidsolujen prosenttiosuus. pour le liquéfier. Les échantillons toujours visqueux aprés 30 minutes peuvent étre dilués Distributeur Utiliser avant le Quantité Numéro du ot S dar g e f : 10 HeVTEaE — 6Tav N KaNuTTTpiSa mMiNGIA0EL APKETA KOVTG 0TV QVTIKENUEVOPOpO TAGKA, Teljesitményjellemzék:

Hyaluronaaniin sitoutuvien siittidsolujen prosenttiosuus lasketaan seuraavasti:
S Sitoutuneita liikkuvia siittiosoluja
% sidoksia =100 X - ———————————— 4 -
Sitoutuneita liikkuvia siittidsoluja + sitoutumattomia
liikkuvia siittidsoluja

Esimerkki:

89 sitoutumatonta, liikkuvaa siittiésolua saatiin laskemalla 100 ristikon ruutua.
Valittomasti sen jélkeen 27 sitoutunutta, liikkuvaa siittidsolua laskettiin samalla
100 ristikon ruudun alueella.

23 9%sidoksia = 100X 27 Sitoutuneita liikkuvia siittidsoluja

27 Sitoutuneita liikkuvia siittigsoluja + 89 Sitoutumattomia
liikkuvia siittidsoluja
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dans un volume équivalent de diluant pour sperme tel que de I'Human Tubal Fluid (HTF).

Effectuez le test sur le sperme prélevé dans les 3 heures qui suivent la collecte.

Avertissements et précautions :

1. Le sperme est un liquide dangereux et doit étre manipulé et éliminé en adoptant les
précautions habituelles pour les matiéres infectieuses et présentant un risque biologique.
Portez des gants, une protection pour les yeux et une blouse. Désinfectez tous les déchets
et jetez-les dans un conteneur pour substances biologiques.

2. Nutilisez pas les lamelles HBA® pour sélectionner des spermatozoides pour une ICS/
ou une FIV ! Les lamelles ne sont pas stérilisées, elles conti des et
peuvent avoir un effet embryotoxique. Acheter ce kit n‘autorise nullement la sélection des
spermatozoides sur des lamelles HBA®.

-

Non pyrogene (moins | Ne pas utilisersi | Destiné a l'utilisation Numéro de

d'une unité d'end I'emballage est  [par des proft | révision de

par produit) détérioré uniquement marquage
@ | reomy

keines der Spermien bindet. Wurde das Deckglas stark angedriickt, konnen die Spermien
auch unbeweglich erscheinen.

Wird keine Bindung beobachtet, ist der Test der Probe mit einem anderen Objek-
ttrager zu wiederholen, um das Ergebnis zu bestatigen.

Gelegentlich konnen defekte Deckglaser auftreten, bei denen das Raster in die Oberseite
anstatt in die in Kontakt mit der Probe stehende Unterseite eingeatzt ist. Sollte ein solches
Deckglas verwendet worden sein, ist der Test mit einem neuen Deckglas zu wiederholen.
Objekttrager mit defektem Deckglas werden vom Distributor anstandslos ersetzt.

Sollten Luftblaschen das Auszahlen der Spermien im Gitterraster verhindern, ist der Test
mit einem neuen Testfeld und einem neuen Deckglas zu wiederholen.

Ba épbet oe emagn yie ™ otayova Seiypatog (Eova 2). Zuveyiote va xapnavete mv
kahumtpida xwpic va v agroete. Agrote Ty kahumpida otav o kukhog kahugBei
mhipwg ané deiypa (Ekova 3). Téhog, kevipdpete Tov kikAo mavew amé To Bdapio.
Ewkova 1: TonoBetijote v kahumtpida otnv avtikelpevo@opo mhdka:
Ewkdva 2: TomoBetijote Ty kahumtpida oto deiypa:
Ewkova 3: Kahumtpida owotd tomoBetnpévn:

4. Enwdote 1o BdNapio yia Toukdyotov 10 kat oyt meplagdtepo and 20 Aemtd. Metprote

mpoodedepéva kvnTika omeppatolwdpla kat ta mpoodedepéva KvnTkd

aneppatolwapta otov i6o apiBuo Terpayvwy Tov mMéypatog (meploxn
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Sajat és adott név: HBA® spermium-hial kotddésvizsgalat

Gyarté: Biocoat, Inc,, 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, Amerikai Eqyesiilt Allamok
Egyesiilt allamokbeli forgalmaz: ORIGIO Inc.,2400 Hunters Way, Charlottesville, VA,
22911, USA tel.: +434-979-4000

Meghatalmazott képviselé az Eurdpai Unidban: Medical Device & QA Services Ltd,
Spring Court, Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdqas.com, Eqyesiilt
Kiralysag, fax: +44 161903 9787

Egy vizsgalatban a HBA® pontszamok eredményeit hasonlitottdk dssze a normal
spermiumok morfoldgidjaval (szigort kritériumok alapjan) harom IVF- és androldgiai
laboratériumbél szérmazé ondémintak alapjan harom kiilonboz6 allamban (CT, CA
és PA) olyan betegeknél, akiknél valdszinii terméketlenséget diagnosztizaltak. Mindegyik
vizsgélati helyszinen legaldbb 50 mintét vettek, a HBA® vizsgélatot pedig mindegyik
vizsgalati helyszinen a HBA® hasznalati dtmutatdja alapjan végezték el. A morfoldgiai
targylemezeket a vizsgalati helyszinen készitették eld, majd elkiildték cket egy kdzponti
helyre, ahol egyetlen értékeldszemély pontozta dket.

Az adatokat egy kétutas kontlngenclatablazat segltsegevel elemeztek morfoldgia (azilletd
személy csokkent el k teki 6, ha a normal morfoldgia
ardnya <5%, egyéb esetben normal megtermekenynokepessegu (4,5,15,17)) és HBA®

legarsi all'acido ialuronico, ma che la percentuale di quelli che si legano deve raggiungere
un livello efficace per raggiungere una buona probabilita di fertilita. La capacita di legame
oltre il livello efficace, probabilmente non migliora ulteriormente la fertilita. In base alle
correlazioni con la composizione morfologica normale degli spermatozoi, il livello del test
di maturita spermatica che differenzia attese superiori o inferiori di fertilita & stimato a circa

Tabella 1

HBA” Interpretazione dei risultati del punteggio

HBA" Punteggio (% legame) Interpretazione

>80 % legame Maturita e funzione fisiologica normali

<80 % legame Maturita e funzione fisiologica ridotte

Tovabbi informéciékért | Meghatalmazott Legmagasabb  |Egyszer hasznalatos, O
lasdat dlati | képviseld az Europai ged Gjrafelt
Utmutatét Kozosségben homérséklet tilos il distributore.
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Rx Only
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(legfeljebb tételre vonatkozo |  acsomagolds |1 sejtes egérembrio-| | 80% Tabella .
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Istruzioni per I'uso: Test di maturita spermatica HBA®
www.hba-picsi.com

Nomi brevettati e stabiliti: Test di maturita spermatica HBA®
Produttore: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA

Distributore USA: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,
Tel: +434-979-4000

Rappresentante autorizzato UE: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court,
Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com, Regno Unito,
Fax: +44 161903 9787

Uso previsto:

I test di maturita spermatica HBA® é destinato all'uso come componente di:

1. analisi standard del seme nella diagnosi della sospetta infertilita maschile.

2. analisi perla d ione del corso ad di tramite fec
invitro dell'infertilita.

Sinossi:
Durante la fecondazione naturale, gli spermatozoi maturi si legano all'acido ialuronico,
il componente principale della matrice del cumulo ooforo, al contrario degli spermatozoi
non maturi (3,9, 13,14, 19, 21).
Gli spermatozoi maturi si legano inoltre all'acido ialuronico fissato chimicamente
a un supporto (9, 10), come ad esempio i vetrini rivestiti di acido ialuronico che
compongono il kit HBA®. Al microscopio, gli spermatozoi legati si distinguono da quelli non
legati, poiché le code continuano a muoversi, al contrario delle teste.
Il legame con acido ialuronico indica I'avvenuto completamento degli eventi spermiogenici
mediati dalla proteina chaperone HspA2 (1, 2, 8). In assenza di chaperone, possono
verificarsi deficit nella meiosi, di riparazione del DNA, di legame allacido ialuronico
e dialtre fasi della maturazione dello spermatozoo.
Gli spermatozoi incapaci di legarsi all'acido ialuronico condividono molti aspetti della
non maturita: gono citop e istoni (9), maggiore freq di
composizione morfologica aberrante (18, 22, 23) e sono caratterizzati da un’inferiore
integrita genomica rispetto a quelli che si legano all'acido ialuronico. Questi ultimi infatti
sono caratterizzati da un numero inferiore di interruzioni del filamento singolo di DNA,
rispetto a quelli non legati (24) e una frequenza da 4 a 6 volte inferiore di aneuploidie
cromosomiche (10, 11). La motilita degli spermatozoi & stimolata dal legame all'acido
ialuronico (6, 7, 14). Pertanto, la capacita di legame con I'acido ialuronico indica uno
spermatozoo maturo e la proporzione di spermatozoi maturi indica la maturita in
un campione di liquido seminale.
Il vetrino HBA®:
II vetrino HBA® & composto da due camere di dosaggio identiche, rivestite di acido
ialuronico. Contando il numero di spermatozoi mobili legati e non legati in un‘area comune,
& possibile calcolare la percentuale di spermatozoi che si legano.
Raccolta e preparazione del campione:
Il liquido seminale deve essere ottenuto per masturbazione, preferibilmente
dopo un‘astinenza di 2-3 giorni e raccolto in un contenitore pulito e asciutto. Conservare
a20-28 °C per 30 minuti per liquefarlo. E possibile diluire i campioni ancora viscosi dopo
i30 minuti con un volume uguale di un diluente per liquido seminale, ad esempio fluido
tubarico umano. Eseguire il dosaggio sul campione di liquido seminale entro 3 ore dalla
raccolta.

Avvertenze e precauzioni:

1. llliquido seminale é un fluido pericoloso e va trattato e smaltito adottando le precauzioni
normali per i materiali infetti a rischio biologico. Indossare guanti, occhiali protettivi e
camice da laboratorio. Disinfettare tutti i rifiuti e smaltirli in un contenitore per materiali a
rischio biologico.

2. Non utilizzare i vetrini HBA® per e gli sp i per ICSI o fecondazione in
vitro! | vetrini non sono sterili, contengono endotossine e possono essere embriotossici.
Lacquisto di questo kit non consente la selezione dello sperma su vetrini HBA®.

Conservazione:

I vetrini HBA® devono essere conservati in un luogo fresco e asciutto a 20-28 °C.

Esecuzione del dosaggio:

Materiali forniti: Materiali non forniti:

Vetrini HBA® Microscopio con ingrandimento 400x

Vetrini di copertura Provette monouso sterili e con tappo

Istruzioni per 'uso del  Dispositivo per il conteggio meccanico

prodotto Fluido tubarico umano (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA)

0 altro diluente accettabile per il liquido seminale, contenente
>0,50 mg/ml di proteina

Guanti monouso per la manipolazione dei campioni
Timer/orologio

Pipetta per erogare 2-10 pl, puntali per pipetta monouso
Area di delimitazione del reticolo del microscopio

o

Procedura fase per fase:

1. Esequire il dosaggio a 20-30 °C.

2. (Caricare una camera del dosaggio con il liquido seminale.

Subito prima dell'uso, miscelare il campione ed erogare una goccia, da 7-10 pl
in volume, al centro della camera di dosaggio.

3. Installare immediatamente il vetrino di copertura, evitando la formazione di bolle d'aria.
1l vetrino di copertura € dotato di una griglia di 100 quadrati, da 0,1x 0,7 mm, allinterno
di un cerchio di visualizzazione. Installare il vetrino di copertura con il cerchio rivolto
verso |'alto. Evitare le bolle d'aria, facendo entrare in contatto il bordo del vetrino di
copertura con il bordo della camera, formando un angolo simile a due parti di una
cerniera (Figura 1); abbassare lievemente il bordo opposto del vetrino di copertura come
per chiudere la cerniera, quando & abbastanza vicino al vetrino, entrera in contatto con
la goccia di campione (Figura 2); continuare ad abbassare il vetrino di copertura senza
rilasciarlo; quando il campione ricopre completamente il cerchio & possibile rilasciare il
vetrino di copertura (Figura 3); centrare infine il centro del cerchio sulla camera.

Figura 1: Far entrare in contatto il vetrino di copertura con il vetrino:
Figura 2: Far entrare in contatto il vetrino di copertura con il campione:
Figura 3: Vetrino di copertura in posizione:

4. Incubare la camera per almeno 10 minuti ma non superare i 20 minuti. Contare gli
spermatozoi non legati, mobili, quelli legati mobili nello stesso numero di quadrati
della griglia (area).

Entro 10 minuti tutti gli spermatozoi entrano in contatto e si legano con lo strato
di acido ialuronico immobilizzato. Dopo 20 minuti gli spermatozoi mobili deboli
cominciano a perdere motilita.

Il movimento degli spermatozoi legati si interrompe gradualmente, ma la coda
continua a muoversi. Gli spermatozoi morti e privi di motilita non mostrano segni di
movimento della coda. Gli spermatozoi mobili non legati nuotano liberamente.

Si ottiene una buona precisione del dosaggio quando la somma di spermatozoi
mobili e non mobili & compresa tra 100 e 200. Contare la classe predominante
(legati 0 non legati) di spermatozoi mobili fino ad arrivare almeno a 100 spermatozoi
0 a 100 quadrati della griglia. Contare immediatamente I'altro tipo di spermatozoi
mobili, nello stesso numero di quadrati della griglia.

Non sara sempre possibile trovare 100 spermatozoi mobili in un campione di liquido
seminale, in particolare in campioni oligospermici.

La percentuale di spermatozoi che si legano allo strato di acido aluronico & calcolata:
% legato = 100X Spermatozoi mobili legati

Sp i mobili legati + Sp i mobili non legati
Ad esempio:
Una conta di 89 spermatozoi mobili non legati & stata ottenuta contando 100 quadrati
della griglia. Subito dopo, sono stati contati 27 spermatozoi legati nei 100 quadrati
della griglia.
23 %legati=100X 27 Spermatozoi mobili legati

27sp i mobili legati + 89 sp
Precisione del dosaggio:
La precisione del dosaggio é correlata al numero di spermatozoi contati. Maggiore
¢ il numero e minore sara la varianza. E preferibile contare almeno un totale di
100 spermatozoi mobili, i risultati sono ritenuti accettabili quando sono contati almeno
30 spermatozoi mobili in totale.
In uno studio di variabilita interno e tra tre lotti di produzione di vetrini, & stato eseguito
il dosaggio di campioni singoli di liquido seminale in replicati di vetrini del dosaggio. Con
un campione normale, con un conteggio approssimativo di 196 spermatozoi per replicato,
i risultati (media (% legati)/CV (%)/e numero dei replicati) erano: (86,9, 85,5, 85,0/4, 5,
4/ 20,10, 10). Con un campione normale oligospermico, con una conta approssimativa di
41 spermatozoi, i risultati erano: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10).
Controllo di qualita:
E possibile utilizzare gli spermatozoi freschi maturi per dimostrare la reazione del legame
spermatozoo-acido ialuronico; tuttavia, i controlli sul liquido seminale fresco non sono
disponibili in commercio. Si invitano gli operatori a stabilire le proprie fonti di liquido
seminale di controllo fresco e a sviluppare una cronologia associata di punteggi normali
eanomali per I'HBA®.
La reazione di legame spermatozoo-acido ialuronico non é alterata dalla crioconservazione
e dallo scongelamento del liquido seminale (16, 20, 25). Allo stesso modo, il liquido
seminale trattato per la preparazione del gradiente o per il nuoto si lega normalmente
all‘acido ialuronico.

i mobili non legati

Caratteristiche delle prestazioni:
Uno studio che confrontava i risultati dei punteggi HBA® alla conformazione morfologica
degli spermatozoi normali (criterio rigoroso) & stato esequito con campioni di liquido
seminale proveniente da tre laboratori di andrologia o fecondazione in vitro in tre stati (CT,
CA e PA), con pazienti con una diagnosi di sospetta infertilita. Da ciascun sito sono stati
ottenuti almeno 50 campioni e il dosaggio HBA® € stato esequito in sede, in ottemperanza
alle istruzioni per I'uso dell'HBA®. I vetrini per la conformazione morfologica sono stati
preparati in sede e inviati in una localita centrale e a ciascuno @ stato assegnato un
punteggio da un solo lettore.
| dati sono stati analizzati tramite una tabella di contingenza a due vie, che sfruttava un
punteggio per la conformazione morfologica (classificato subfertile se la conformazione
morfologica era <5% di quella normale, altrimenti fertile (4, 5, 15, 17)) e un punteggio
HBA® (classificato subfertile se il legame era <80%, altrimenti fertile). Il significato dei
risultati é stato testato tramite il calcolo statistico chi quadrato di Pearson, con il software
SPSS per Windows. Lanalisi ha illustrato che il punteggio HBA® era strettamente correlato
alla conformazione morfologica per i dati provenienti dai dati combinati (tutti e tre i siti),
Tabella 2.
| dati combinati hanno mostrato una buona specificita e valori predittivi accettabili,
sebbene la sensibilita sia stata solo pari al 40%. Pertanto, a un limite massimo di <80%
di legame, il dosaggio HBA® rileva meno della meta di campioni di liquido seminale con
scarsa conformazione morfologica reale, tuttavia tra quelli individuati con punteggio basso
HBA®, si rileva una forte predizione (>80%) di carenza di conformazione morfologica.
Tabella 2

Significato delpunteggio HBA" rispetto alla conformazioneormorfologica
Sito dello studio| N | Sensibilita | Specificita | Valore predittivo positivo p=
PA 50 | 432 76,9 84,2 0,198 (NS)
PA- 501 513 90,9 95.2 0,012
A 52| 542 78,6 68,4 0,015
a 55| 265 100 100 0,01
Combinato | 157 | 40,0 85,5 809 0,001

ODati dei siti calcolati con limiti massimi di <5% per la conformazione morfologica
e <80% per HBA®.

Definizioni dei simboli

Consultare le Sterilizzato tramite | Limite superiore di Monouso,
Istruzioni per |'uso irradiazione temperatura non riutilizzare
[:E] ir 7T ®
Tenere in un luogo Solo per uso Numero di Numero di
asciutto professionale riferimento etichetta | riferimento
? Rx Only -E
Distributore Non risterilizare Numero di lotto
Produttore Non utilizzare sela Utilizzare entro Numero di
‘ confezione & danneggiata g revisione etichetta
Certificato dianalisi | Apirogeno (meno Non citotossico: | Rappresentante
speifico del lotto di 1 unita di testato tramite autorizzato per
disponibile endotossine per | dosaggio di embrioni | la Comunita
arichiesta dispositivo) murini unicellulari europea
Japanese/B#A:E

BR 4552 51056336 DBP/69924472.2
{EFHEASE : v F- L7 IVOVEEERT
www.hba-picsi.com

BIERFB LU  HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (HBAKE T
TIVAVEERT v A)

BU3EE * Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA

KEIDHRZEE © ORIGIO INc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Tel: +434-979-4000

EUDIE TEARSEACERRE © Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court,

Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com,

Fax: +44 161903 9787

A

EREH:
HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (HBASE Tt 77/ OV EEIES 77w
NELLFOOVR—R M LTERENE T,

1. BUEREORNEZI T 51z DIZEERIZIE R

2. REDONEAEDET 5 EHERET HIzbDDH

B

EASREIC BT S BRWE T O EREBEDFEMD Cha 7O

VEELREELE IO RMAEFIEE LETA LA 13141921,

ErN FETFIEHBAF Y M ERER T A 7ILOVEED—T

TDHZARTA RIZEDH A= (9.10) ITEZEHFBEEE

fee7IvOvEEEEELEY, B CREI AL BEaL

BFIEREBRAICED L EEBICILER G ENAESNEL

fedb. 3%@%%&[%‘( EEXN

E7IVaVEBIE S I Hsph2> v ROV 2 I\ BEN LIFEFE

EﬁZ%%b‘E%“%&TLKL&%Tbiﬁ(l 2.8), /W\D/b\f

FELIEWECRED R NMERE, E7)VOVEBES. BLU0ZD

DB FRADRAT v THREN T HRIEEMENDIE T,

E7IVOVBEEE TERVBTICIE MBS EX N ZREE

L‘Cb\%:(9)\E$EFTE% SRS (18.22.3) £ IVAVER

INA VB — GENA VE— KD EIASHONMIRT AN D75 < (24) 2

REEMEDSERE D~6fZEL (10011)) KW EBE TN ETZLMED

BOEWSWLKDOHDIBELIERANRIELHIET, BT

DEEMEIE. 7 IVOVBESICE S TRETNE T (6.7.14) 6

LIeh o 7 IVE Y B E DREERENICE O THAREFHIRE

N AE T DRI B Lo TREBRIRIERDEF ORFMEN DD

JET,

HBA*R S K2

HBA° R S RITIZ 2 DDIRII LTz e 7IVAV B —F 47 Ty

YA FrINDBIET, I\AVEZ—DEIGIE HEBEEICHT
S EEE T L IEEREMRBRTOREAT Y M TEHIEICK

STFHETEET,

REDFRAE AR

%a,‘f&i FRRAZ—AN—=23 V| LT T 2RENDIE T, 7]
U@h F13EBMUICE COER TR LA RICHREL T

<t o 20~28CCNEMBEBL CRIEEEE T, 300D BL

mms MDA B BI5EIE BEDE MIER WD) HEDR

RERRZERLTHEIRY éztfﬁ?%i T EREVEEERILIN

|THERRAEE DL TLIEE

BELTIHIEE:

1. BRIETEEERIE T, BEDOREENELENFTNEE
MEDOFHREEZFERLCRVRV EET2UEHN DI E
¥, FREDRES BLURBR=RAD FEZEAL T
0, IRCOREEME NS EEATSEICREEL <

T,
2 ISIETIINVFER T BB FOEIRDIZDICHBA R Z 1 R & fE
ALEVWTLIEEL, A5 RIERETNTWEW oS

FeaH RRENHEBIZREELNLYET, DFVi%E
BALTEH MRS A R TCORBFERIGFITENE LA,

RE:

HBA“Z 51 RId, 0~ 28O ER CRaAR L IR CIREL TEE LY,

SRDRERE:

FRENDEM: ZRITNGEVEM:

HBA° X S K A0fEHEAR DIEHEE

AN=ZVvT VB TOEE BT TTEHBHT
=

HREAHAE BRNETEEEE
E MIRETR (HTF. Irvine Sclentlﬁc Santa Ana, (A) & 72

2>/ \”JE 0.50 mg/mL DEXE-T = 20)1
D BRBEERE TR

EVETORRIIERAFE

21 —/B5Et

0L ERY M BB TERY b Fy S

Bl g EMEEL F IV

1/15/2015 3:20:43 PM ‘ ‘



Ce

1EEFIE:

1. DHlE0~30°CCERLE T,

2 BRET VAT INCEHEET,
ERT2EMICERAETENEE T EXRY MERLTT vt
A F I NDHRIITE T~10p0) FELE T,

3. BRMCHN—RUyTEHNIEET, TAERIAEREN

SlcLTLfEEL
=)y T OERREHAITIE. 0.1x 0.1 mmDI0VEDIE HF
IT&BT1)y ROEANTWET, BREEE tBEIicLTh
=Ry TENRBTLEEN, HN—=R )y TD—FH D%

EFvVIN\DIHEFEREETE Y Y DBIDLSEBEEE
BTEICEY TANBALGEVESICLET (M) /13—
VT DES—HDimE P> TIFTE Y IERALETNEE
T AN=AVY TEZZA RITHDNTEDF T A/N—RY
VT ERRERICEREEE T () HN—A) v TE#ES
CESICR TS BRBENMRACRRICEDNE5AN
AT HELET (K3), REICBRBEHHF v /D
RN BEDICLET,
B
HIN=R) Y THERZ
1 RICEMEES:

2
HIN=R)y TH &
IRICHEEE5:

B3 ‘
HIN=R1)y THER
B9%:

4. 10~ 20D Fr o/ \EAVFIN—LET, BLHDT )Y
FIEAFFER (BECHEER) (CHDIEEREMNE T LEEES
BTOBEAIELET,

DHEBT DL TRCDBFHBEELLIEET VOV EE
BEEMLTEELET, WOHRBETHE. 550 TV2IEH)
BT OZEEEN KON T,
TEEEEME T OERTEENINERLTWEL T BDRA
GENEIFMTLE T, LA CERNEE RSB TICBDENE
[FHVELA. IHEREMETIIEHIOKTEIE T,
EEEIE T LIFEEIE T OEFEN0D05200L T
BEICENEOTRBENMEONE T, BTFHROHTV D
100IC 752D ETl&1000 )y RIEAFED AT > b at&Z 5%
T EEIV SR (EEFIEEGEE) OEFETEAU ML
TLIEEWY, ZOBEPNCBHDY )Y FEAFENTED
—HDYSADEEETENT Y MLET,
FIERENMNEDHZ RIS ABRRETIEDESNE T
HERCEGEWEEDBIET,

5. 7OV EEEETORIEESHELET,

E7 VOV BBICEA LIBFORBIE. RDESICHEE
nEs, _
A Z 100X EEEIET
EEEIET + IHESEIET

i

1007y FIEARZ AT L TEDIEEEEEE FH Y
VhEN, ZOEEPHNCI00Y )Y REAFEA THEDRES
EEEFH AV FENTTBAI, /9(0)327 STEINET,

BUESE=100X UG EE
MEEEEET + 893H‘\n =)
SDIRFEE

IIFEEIE FBEFDONT Y MUCESTEBVET, HUV MK

DZWNZEDBUSNE IRV E T, AJEETHNIE AFTTI00ELL

FOEBHEFENTY LTLEEWV D ELEEMEDESFE

TN TR ZORBRIEZARTETT,

SBEODASA FEEDY MIBSLUOY MNEDOEEZRAET S
(T BIRDFERIGE TR DT v A X514 FEAER L TH

HETEVELZ, EBRETIRSA Rz 196EOR T4 1

T b LTEBE DGR (P (WS E) 10V [ZERE] (%) /A5 K

MZ?&) IERDE) T (86.9,85.5,85.0/4, 5,4/ 20,10, 10). F&HE/ ) ED
BRI THEDETZHT Y FLIEBEDRBRIGRDE T

‘g“ © (59.0,55.8, 58.4/18, 34,17/20, 10, 10).

mEEE:

TR RAEREER T AT EICIUBEF-E7IVaVBEEAR

EEET

[SZERE CEDNTEE T FERBRDOEREZDIREICT HT—
EREHRENTOE R Ao FEFICEBEINBEFOMEE L

— T —IRETHETIL B R 7 DIEREE R BB T 2 EE
T—REERTDLOBBNLET,
BFORRS LRI ST HEFLT7IVOVBEEERIGH
ZATBHTEEBIELA (16020025, Fhes AA LT v TiEE T
[FRESEDRAMIC IO TUIBLIEREFE RLLSIce7)bo>
BEERBIEELET,
HFEThSER:
E7 VOV EAEEIET D E DEEIL EARIT0~100%FE TD
BT, NMUEDRWESZIENIZBED S LE1STDB T
RIRICEDERICE NI EAFBOBEDOTIIHBA X 77 (&
B+ 26%EEERC LT, o TAIFEDHBA A 0771 £88~0%FEE
R FHIE0 + 8RIEERT LI th@*ﬁfK@D'&*ﬁﬁT
BEEETIVOVEBADEEDNRSNED S e DIFKN% T LTz,
BFORY (RA LTy TELFAERE) KW ABRIRER
DHVNA VA —DEIEH (LT 2HBEN DY E T,
FIBREEENS DI a—TaVT:
BB DFEHERDOIZFERL TEELY,
DIz ERVEDZENEF NV TEDRETRIF UL
FHho VUV FADBETHERBDHZEIE. BREL T
FEET DO FIEVEL LD (EE +IEES) BT OFHED
BRIV B A R R CED LD ICTEMESRE A B8 L
TAI M EGELTEETD, H2WE RiETRELTED
HLTIEELY,
AN A S A F‘@j—?4)7“@:@&15&‘@%:&%\uZ\?f‘
RLTLIEEW, O—Ta V% EEEICT HETHDAK® HBAJ
pa’ ;cojsutmé'%ﬁiniio =TI ENTVEVEICHEF
EAN—R) T HBRTHENEFORBEDERRTEH Y
T, HEWNE ANy THEBBRLDIF B EICIE EH
HWBFHERINDCELBIET,
BELPBRBINLEVBEIE HIDRSC FTCRGEEBSRLTE
RERRLTLEEY,
BEICE S TUE BRI 2 Cldx<R )y 7D EEITY
Dy RDRZYF I ENZHN-AVY TRRHIELCHTEND
VET, ZOHBEIEFHLLAN— X'J‘/j’&@ﬁbi’ﬁ *EL‘(
FEEWV, T e BRFeEIOEG L TRBABERLTEE
HoVRE BT )Y RICTANEALTHY VN TE db\t’/ié
[ FHLWF v INEDN—EFERLTEL TS
BROFEMN:
ELHBA R D7 ISHE RN DRARE T DEIGMENT & EEBE T
BIeh RNHENFRENE T, — A C 7OV EBEaET
(SIS DR EMEREENICEN. SVEGHETREEAND
B5 2R 128 (11014.21.24) “"FDD/\CD 7‘5@%%%’58’3
WELEYT, LIH > e7IVaVEEEAICRVSEEN 2 S
SRR D BEDX A AT EEIC T Ui EB
IRTCDBEFHETIVOVEEE DIEEEENER >TUEIFUE
;&aﬁ%‘wa&m\wxa lFBUEL D D7 R R]
BEMAEBZICIEE 7 IV VBN A —DEIE DN —EDEE
LA Lét,ft,\%bib*WJi% fefe LUEanBImEL N
V& ERIS T HRDAISEEATSICHETND LIRS
EZSNEY, EEBFOREEOHEBEICEDIFIE HRATE
HOBEEXG TR0 T7IVOVEBIEET YA DL
13 5980% T D& FRIENET (K1),

&1
HBA' R 7T DS R DARIR
HBAROT (WSS E) AR
>B0%IE SR 8RR IR HIEAE
<BONIEE R AL EBFEBEDE T
TERESFE:

REEDEEWE SRS N2 BE DIBRIEAEE3IDDOM (LA B
KUP) (Td BIEPRDNFE 2l i;‘%\ir%o)ﬁﬁnﬁ@ﬂb\bxii
BT ENCEY AR DT DIEREIEEIE T ORAE (BE /5 E%)
EDLBHBETAENE e, B DD & H0RE A
F L HBAERFRBAE [CE D HBA DT & fEsR CRMELE LTz,
F e HER CRB LR A REIERTITEY ADY)
FEICKDAOAT VI ETEVEL,
FHE (EBRAEN<SRDIBZE TR ZR ZDMDBFE TS
AlEE LTHEE (4.5.15.17) ) BRUHBA X O 7 Q0% SR DIHE
TR R Z DB E IR A sEE L THE) A ER LI
HEPEIRICEDT —2oETEVE LIz, 7. WindowshiD
PSSV 7 b 7 EERL T ST FNBREEETY Y DhHAZ
FREICIIRDE LT, DOBR. 23/ H SESNTAE
éf?ég)&:l%b?HBA@X37&%%%&@%%&*@%#3%311&
LTz (&),
RRENFA0%CEEFVELIDBET 2K B REES
BHERRENTREINE L. LD ST <8%EEEDAY b
THEDHBA T AN KO TR T EADIE FEREICLS>TED
E(EERLUERIRED S B D% Tl F I H {EHBA R T
7 EL TR EN B RISRIC S ENSAEZHEEDRI TR
(>80%) |FEHTEBNTWVNDEE % AET,

2

FREICHT 9 BHBAC R O 7 DB ENE
SEgmEEy | N | KE | BEE | BUNTHE | p=
PA 50| 432 76.9 84.2 0.198 (NS)
PA-rY 50 513 90.9 95.2 0.012
CA 52| 542 78.6 68.4 0.015
a 55 | 265 100 100 0.01
waT—%[157] 400 85.5 809 0.001
0<5%47y b A T DRZAEL <80% 77y b7 7 (DHBA® T fEER D T — 2
EHIABLEL
JVRIVDES
ERSHEEE AR | BEHERE |2 OREICR| BEER. B
BDTE Vats Plaa fERAE]
FRRRE BREAR By BRES
e W b

‘ ‘ HBA ROW_IFU Rev B.indd 3

& ERRE A hES
Rx Only

FHMEREL ) N\vr—IV | MlgEEa L [fRElck) O

BHNTY R [HBORRILERA | IR VAT |V DIHTEE
UK | LBEVWTE | vEATIRE | BEZRT
=D | @ | [w]

INIVHETES | SNVER fEFBEAR ECIETERE

Korean/230{

T+ & 53 No. 1056336 DBP/69924472.2

AL2 A M: HBA°Sperm-Hyaluronan Binding Assay (HBA® X X}-510| 2Lt

At BMAAY

www.hba-picsi.com

H|Z 9: HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay(HBA® & A}-510 [ Z 2 -t A EF

=44 Ah

H| = A} Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA

o] =3 £toH cH2] & : 0RIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

13} +434-979-4000

EU 321 et 2] 3 Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court, Spring Road, Hale.

Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com,

T A +44161 903 9787

A2 BE: )

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (HBA® ZIAR-GIO|F 2Lt AT
A174/\HO‘QI:‘—]:}, } V‘L[E}.

1 E 2 o Sako| T A H ool HE 2
2 ENFAI RS A Y S 2T 6| 2l3t 24,
2%

A1 oA o
F2 FHA0|

TN "MLIEHs 9,13,14,19,21).
ofge] M=st A= W 7| ES TG SIUR
Fe| s2tol=et Z2 X[X|cHe00 ststXoz
s|Y =2 }7#6!6 L|C} AstEl MAIE sojdoz
=]

=5t A= S (cumulus oophorus) O EE[AS|

slgF2nt ZdefetAlll, nld=s A=

==

I
1]

g

b
o o in
fr (2 rjr om

=0 EA=R=} =
me|l= x| EEXIE t2ls Ay 0|58
0|ZE HAIRt HE MAE PEE S USLC,
S|URRLE ARE HpAy AHHE CHHAO] ivisl= HX}
HH0| dBH o2 AYE|UES LEFHLITH, 2, 8). AHHIEO]
e dRol= At Isohe SO U2 A, I 5T
SlUF 2t AR 7 |EFCHADE LEERE 5= QIS T

slgR=dl Zete + gl Fxis ol8se) o S3S

I

0

>~

-
o

&
SRELCE O\EJ %ﬁﬂ% MIEAD S|IAES ERotL9),
=2 vlEo| H| Ay HEHE LIEHHDi(18, 22, 3) 5| LR 2L AFL
HRtof Hlsh FAA \?75*30\ HEUCLS| YRR Ze A=

H|71%r QXHM Oﬂ ‘gH DNA l:}O\ A}A Kﬂ:}g[)[ uom oiAH;;ﬂ
O| =t =AM Bl 468 SESLICHio, 1). A 2882
SlUF 2Lt ARl w2t ZEIEILICHe, 7,14). a2t | E 2

=

28 sH2 gt AXAE A MetH A=t Aol dlg2 MY

HE20l| Zasls gXe| g5 S S LIEHLICE

HBA® &£2I0|=

HBA® =2i0|E0l= SYs olgF:2H AY 2A40] i

QELICL 38 o Zatsls 254 28 ¥ 0|28 Xt
TS A Lot A7 ARt Hl &8 AlAE 4= QIS

EEAE Y=
U2 T2 FE 23U S AR ESH HEAstDARS 87(0
AHESHOF BILICE 2028 oCOl| 3087+ 2 2kst0] HBIEILICE 302
S0 = &40| 0o} Qs FE 2 HIF (human tubal fluid
ol“ A2t 82 °|*4%*$° SLICHAHE 3A
2ol et 2 HALE A

o
N

o

)

A

= %BH x+\°”017\ 20 MEd, vio|29IE =&

LHACL FolAro| el g A x2[alof gCh

ok, RS S M EELCL I |22 25 45011
SR =SS

2. ICILHVFE S AS MEHE Hf = HBA® S210| =5 Al A = oF

0|=E= Hat AE7} Ot 7| 20l A= SA0]

6}OE\O‘{ HHorg/\‘lolL},E},LL/\OA/\L‘[},E?‘EO‘?O\OE

ojoz
018t &AL MEf0] 5] R =|= 242 oplLiCh

Qr
Omm

Bz

HBA® S2t0| == H Aot AT A 0l[A] 2028 °C2 E sl 0F

S=]

SEMAAYAL

HSH=: H| H| 3 xH =:

HBA® =20 = B 400x2] 0|4

I =8 Us|g e Y HA =2

MN& ALS 7| A A== EA|

AYNM O 17 FHk H| 4 (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA)
EEM%WNMQ%B“'%Q%#E%%
7hsst A AL 5| Ao
dsM B2 528 EY
ELO[O{/AIA|
2opL EEE O3, Us[= nl sl g
H0[Z MR EASEA

Chof|e Az}

1. 2A A AR=20-30°C0I A ALABILICY

2. MU0 S0 A= MAS 2EFILICE

Alg MM B2s 86l E44 SUo 110 SES

zlo 2 &L
3. A SEIS SA|AX|BLCEE7 |420| RIS oA 2.

njo
- O
O
2
AT
1%
o
>
L
re
It
]
r
n

=
=

Zools M Ayl £

Mainiguma salidzinajuma starp tris slaidu razojumu partijam, tas pats spermas paraugs
tiek uz testésanas slaidiem testéts atkartoti. Ar normalu paraugu, saskaitot aptuveni
196 spermijus viena atkartojuma, rezultati (nozimeé (% saistito) / CV (%) / un atkartojumu
skaits), bija: (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10). Ar anormalu, oligospermisku paraugu,
saskaitot apméram 41 spermiju, rezultati bija: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34,17/20, 10, 10).

Lai pieraditu spermas hialuronana piesaistes reakciju, var izmantot svaigu nobriedusu
spermu, tacu spermas svaiguma kontrolieri nav komerciali pieejami. Lietotdji tiek
aicinati izveidot savus svaigas kontrolétas spermas avotus un attistit attiecigu normalas

as, spermu sasaldéjot un atlaidinot (16,
20, 25). Ari sperma, kas apstradata ar uzpeldésanu vai ar gradientu preparatiem, parasti

Hialuronana piesaistitas spermas procenti svarstas no nulles lidz praktiski 100%. Pétijuma
ar 157 spermas paraugiem no pacientiem, kas nosutiti, lai diagnosticétu iesp&jamo
neauglibu, labaka puse paraugu uzradija vidéjo HBA® piesaistes raditaju 93 + 2,6%.
Sliktakajai dalai HBA® piesaistes raditaji bija no 88% lidz nullei, vidéjais piesaistes raditajs
bija 70 + 18%. Aptuveni 1% $o paraugu neuzradija nosakamu piesaisti hialuronanam.

Spermas sagatavosana (uzpeldésana, gradienti) var mainit spermas parauga HA

Paraugam janodrosina vismaz 30 saskaitamu kustigu spermiju. Ja rezgi ir mazak ka
30 spermiju, uzstadiet mikroskopa reticle vai saskaitiet dazadus secigus mikroskopa
laucinus, lai varétu parbaudit pietiekami lielu platibu un lai novértétu vismaz 30 kustigus
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(saistitos plus nesaistitos) spermijus. Alternativa iespéja ir koncentrét paraugu un atkartoti
testet koncentratu.

Vienmer parliecinieties, ka paraugs ir uzlikts uz slaida parklajuma pusé. Parklajuma puse
ir uz augsu, ja var skaidri nolasit uzrakstu “HYDAK® HBA" Spermas un parklajloksnes
uzklasana neparklataja pusé rezultésies ar spermiju nepiesaisti vai, ja parklajloksne ir par
daudz piespiesta, spermiji var klut nekustigi.

Gadijuma, ja piesaistiSanas netiek novérota, testu atkarto uz cita slaida,
lai testa rezultatus apstiprinatu.

Gadas, ka nepareizi uzliktas parklajloksnes iespiestais rezgis ir uz loksnes augspuses, nevis
uz puses, kura saskaras ar paraugu. Ja tas notiek, testu atkarto ar jaunu parklajloksni.
Sazinieties ar savu izplatitaju, lai to nomainitu.

Ja zem skaitiSanas rezga ir gaisa burbulu bloki, testu atkarto, ar jaunu kameru un parklaju.
Rezultatu nozime:

Mazs HBA® punktu skaits atspogulo zemu nobriedusu spermiju ipatsvaru sperma
un tadejadi prognozé neauglibu. Turpreti hialuronana piesaistitie spermiji ir spéjigi
mijiedarboties ar olSdnu un ir saistiba ar augstu genoma viengabalainibu (11, 14, 21, 24),
kas uzlabo téva iequldijuma zigota kvalitati. Hialuronana piesaiste atskir augstu un zemu
funkcionalo integritati un apauglosanas potencialu.

Auglibas prognozesana nav nepieciesams, lai visi spermiji spétu saistities ar hialuronanu,

bet hialuronanam piesaistitajai proporcijai jasasniedz efektivitate, kas lauj sasniegt labu
iespgju. Saistisanas virs efektivitates limena, iespéjams, vél neuzlabo

augllbu Balstoties uz korelaciju ar normalu spermiju morfologiju, hialuronana piesaistes
testa limenis diferencé augstako un zemako ceribu uz apauglosanu, kas tiek lésts aptuveni

2
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PA 50 432 769 842 0.198 (NS) e
PA-r° 50 513 90,9 95,2 0,012
CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015
a 55 26,5 100 100 0,01 80% apjoma, T.tabula.
2 157 40,0 855 80,9 0,001
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HBA" raditaju rezultatu skaidrojums

®

kaip du lanksto pecius (1 pav.); létai leiskite prieSinga dengiamosios juostelés krasta,
uzdarydami lanksta — kuomet dengiamoji juostelé yra pakankamai arti stiklelio,
ji susilies su méginio laseliu (2 pav.); toliau laiduodami leiskite d\

juostele; dengiamaja juostele paleiskite tik tuomet, paleiskite dengiamaja juostele, kai
meéginys visiskai uzdengia apskritimg (3 pav.); galiausiai nustatykite, kad apskritimas
atsidurty sekcijos centre.

1 pav. Prilieskite dengiamaja juostele prie stikliuko:

2 pav. Prilieskite dengiamaja juostele prie méginio:

3 pav. Dengiamoji juostelé vietoje:

4. Inkubuokite sekcijy bent 10, bet ne ilgiau kaip 20 minuiy. Suskaiciuokite
neprisijungusius, _judancius _spermatozoidus ir _prisijungusius, _judancius
spermatozoidus tokiame pat tinklelio langeliy skaiciuje (plote).

Per 10 minuciy sukontaktuos visi spermatozoidai ir prisijungs prie imobilizuoto
hialurono sluoksnio. Po 20 minuciy judruma pradés prarasti silpni judantys
spermatozoidai.

Prisijunges judantis spermatozoidas liausis judéti j priekj, bet vis dar aktyviai plaks
uodegéle. Zuvusiy ir nejudanciy spermatozoidy uodegélés nejuda. Neprisijunge
judantys spermatozoidai laisvai plaukioja.

hind

morfologi (18, 22, 23) og de har lavere k integritet enn hyal -
hyaluronan-bindeme har langt feerre DNA-enkeltstsrengbrudd enn ikke-bindere (24)
0g 4-6 ganger lavere hyppighet av kromosomale aneuploidier (10, 11). Spermienes
motilitet stimuleres nar de binder hyaluronan (6, 7, 14). Evnen til & binde hyaluronan
kjennetegner moden sperma, og andelen modne spermier indikerer modenheten til
spermaen i en sadprove.

HBA®-platen:

HBA®-platen har to identiske, hyalorunan-belagte testkamre. Vied & telle de motile bundne
og ubundne spermiene i et fellesomrade, kan andelen bindere kalkuleres.

Provetaking og klargjering:

Sperma skal hentes ved masturbasjon, fortrinnsvis etter 2-3 dagers avholdenhet, og
samles opp i en ren og torr beholder. Oppbevar praven ved 20-28 °Ci 30 minutter slik at
den blir flytende. Praver som fortsatt er viskase etter 30 minutter, kan fortynnes med en lik
mengde spermafortynner som human tubevaeske (HTF). Utfar testen pa sedpraven innen
3 timer etter oppsamling

ad 1

og forsikti
1. Sperma er en farlig vaeske 09 skal handteres 0g avhendes ved bruk av normale

£ope

Geras analizés tikslumas bus laikomas pasiektu, kuomet prisij iyir
spermatozoidy suma yra 100-200. Laikykite, kad judanciy spermatozmdq klasé
vyraujanti (prisijungusiy ar neprisijungusiy), jeigu buvo suskaiciuota bent 100
spermatozoidy arba 100 langeliy. Nedelsiant suskaiciuokite kita judancios spermos
klase tokiame pat langeliy skaiciuje.
Ne visuomet spermos méginyje jmanoma rasti 100 judanciy spermatozoidy, ypa¢
oligosperminiuose méginiuose.
5. Apskaiciuokite hlalurong pr|5| ungu5|g spermatozmdu procenta.
Prie hiall luoksnio pr dy procentas apskaiciuojamas:
Pn:l/ungg judantys spermatozoidai
Prisijunge judantys spermatozoidai + neprisijunge judantys
spermatozoidai

9% prisijunge =100 X

Pavyzdys:

ler for infeksjonsfarlig, biologisk risi iale. Bruk hansker, ayebeskyttel
og laboratoriefrakk. Desinfiser alt avfall og kast det i en beholder for biologisk risikoavfall.

2. Ikke bruk HBA®-plater for utvelgelse av sperma for ICSl eller [VF! Platene er ikke sterile, de
inneholder endotoksiner og kan veere embryotoksiske. Kjop av dette settet innebzrer ikke
tillatelse til utvelgelse av sperma pd HBA®-plater.

Lagring:

HBA®-plater skal lagres i rene og tarre omgivelser ved 20-28 °C.

A utfore testen:

Tilgjengelig materiale: lkke tilgjengelig materiale:

HBA®-plater Mikroskop med 400x forstarrelse

Dekselklaffer Engangspmvemr med steril hette

Bruksanvisning for ' talleanh

produk Human tubevaske (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana,

Suskaiciuota 89 neprisij iy judaniy sper j 100 langeliy. |
100 langeliy suskaiciuoti 27 prisijunge, judantys spermatozmdal.
27 Prisijunge judantys sp
27 Prisijunge judantys spermatozoidai + 89 Neprisijunge
Jjudantys spermatozoidai

23 % prisijunge = 100 X

Analizés tikslumas:

Analizés tikslumas susijes su suskaiciuoty spermatozoidy skai¢iumi. Kuo daugiau
priskaiciuojama spermatozoidy, tuo mazesnis nukrypimas nuo tipo. Pageidautina
suskaiciuoti bent 100 i§ viso judanciy spermatozoidy; rezultatai priimtini, kai
suskaiciuojama bent 30 iS viso judanciy spermatozoidy.

Nepastovumo tyrime naudojant trijy gamybos partijy stiklelius, vienos spermos
méginiai buvo iSanalizuoti analizés stikleliy kopijose. Tipiskame méginyje, skaiciuojant
mazdaug 196 spermatozoidy kopijoje, rezultatai (vidurkiai (% p iy)/nuokrypio
koeficientai (%)/ ir kopijy skaicius) buvo: (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10). Atipiskame,
oligaspermiskame méginyje, skaiciuojant mazdaug 41 spermatozoidy kopijoje, rezultatai
buvo: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10).

Kokybés kontrolé:

L hial

California, USA) eller annen akseptabel spermafortynner som
inneholder >0,50 mg/ml protein

Engangshansker for pravehandtering

Timer/klokke

Pipette for levering av 210 L, pipettetupper til engangsbruk
Mikroskopretikkelens synsfelt

Trinn-for-trinn-prosedyre:

1. Utfor testen ved 20-30 °C.

2. Settinn et testkammer med sperma.
Bland proven umiddelbart for bruk og pipetter en drépe, 7-10 pL i volum, midt
pa pravekammeret.

3. Installer dekselklaffen umiddelbart: unnga luftbobler.

Dekselklaffen har et rutenett pa 100 kvadrater, 0,1 x 0,7 mm, inne i en visni
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Analysesertifikat kan| enn 1endotoksinenhet | testetved 1-cellet |  representant do wiazania kwasu hialuronowego, ale odsetek plemmkow zwnqzanych z hialuronianem
fas pa foresporsel per enhet) I I i Det ik musi 05|qgnqt skuteczny poziom w celu uzyskania odpowied jopodobieristwa
= w todnienia. Wiazanie ponad efektywny pozmm prawdopodobnle nie
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Nazwa zastrzezona i przyjeta: Test wiazania plemnikow z hialuronianem HBA®

Producent: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA

Dystrybutor w USA: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Tel.: +434-979-4000

Autoryzowany przedstawiciel w UE: Medical Device & QA Services Ltd, Spring

Court, Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com,

Faks: +44 161903 9787

Przeznaczenie:

Test wigzania plemnikéw z hial

element:

1. Standardowej analizy nasienia w diagnostyce podejrzenia meskiej nieptodnosci.

2. Analiz okreslenia wiasciwego przebiegu leczenia nieptodnosci metod zaptodnienia
pozaustrojowego.

Podsumowanie:

W przypadku zaptodnienia naturalnego dojrzaty plemnik wiaze sie z hialuronianem,

gtownym sktadnikiem macierzy wzgdrka jajonosnego; natomiast niedojrzate plemniki nie

ulegaja zwiazaniu (3,9, 13, 14,19, 21).

Dojrzate plemniki wiazg sie takze do hialuronianu chemicznie osadzonego na podtozu

(9, 10) np. na pokrytych hialuronianem szklanych ptytkach, z ktrych skfada sie zestaw

HBA®. Ogladane pod mikroskopem zwiazane plemniki rdznia sie od niezwiazanych tym,

Ze poruszanie sie witek i gtowek nie powoduje ruchu postepowego.

Twigzanie z hial wskazuje na prawidtowe ukoriczenie etapéw zachodzacych

wezesniej w procesie produkcji plemnikow, w ktorych posredniczy biatko opiekuricze

HspA2 (1, 2, 8). W przypadku braku biatka opiekuriczego moze wystapi¢ niewtasciwy

rozdziat w procesie mejozy, nieodpowiednia naprawa zmian w czasteczkach DNA, wadliwe

zwiazanie z hialuronianem lub nieprawidtowy przebieg etapéw dojrzewania nasienia.

Plemniki, ktére nie maja zdolnosci wiazania sie z hialuronianem, wykazuja wiele

wspdlnych cech $wiadczacych o medOJrzanscl zatrzymujq cytoplazme i histony (9),

wykazuja wieksza c liwos¢ wystep prawidtowych morfologii (18, 22,

23) oraz cechuja sie gorsza integralnoscia genomu niz spoiwa hialuronowe — plemniki

zwigzane z hialuronianem maja o wiele mniej peknie¢ w pojedynczych taricuchach DNA

niz niezwiazane (24) i 4-do 6-krotnie nizsza czestotliwos¢ wystepowania aneuploidii

h

m HBA® jest wskazany do ia jako

Installer dekselklaffen med sirkelen opp. Unnga luftbobler ved & sette den ene kanten
av dekselklaffen mot kanten pa kammeret slik at det dannes en vinkel som to armer
pé en hengsel (figur 1). Senk den motsatte kanten av dekselklaffen langsomt slik at

Svieia subrendusiq spermg galima panaudoti sper
reakcijai pademonstruoti; deja, Sviezios spermos kontrolinés priemonés komerciskai
neprieinamos. Naudotojai skatinami surasti nuosavus Sviezios kontrolinés spermos
saltlmus ir sukum tlplskq ir atlplskq HBA® rezultaty jungtine istorija.

Sp ) gimosi reakcija nekeitiama Saldytais ir atitirpintais

idais (16, 20, 25). Panasiai, plauki falyvaujantys arba kantys

HBA’ Rezultats (piesaistisanas %) Skaidrojums
>80% piesaistes Normala brieduma un fiziologiska funkcija
<80% piesaistes Samazinats briedums un fiziolodiska funkcija

Veiktspéjas raksturlielumi:

Tika veikts HBA® rezultatu pétijums morfologijas spermiji
(stingri kritériji), ar spermas paraugiem no triju IVF vai andrologijas laboratoriju tris Statos
(CT, CAun PA) ar pacientiem, kas nosititi, lai diagnosticétu iesp&jamo neauglibu. No katras
vietas tika iegati vismaz 50 paraugi, un tika veikts HBA® tests uz vietas saskana ar HBA®
lietosanas instrukcijam. Morfologijas slaidi tika sagatavoti uz vietas un nosititi uz centralo
laboratoriju, kura tos vértgja viens nolasitajs.

Dati tika analizéti ar divvirzienu salidzinoSo tabulu, izmantojot morfologiju (klasificéta
ka mazaugliga, ja <5% normalas morfologijas, pretéja gadijuma - augliga (4, 5, 15, 17))
un HBA® raditaju (klasificeta ka mazaugliga, ja <80% piesaistisanas, pretéja gadijuma -
augliga). Nozimigums tika parbaudits ar Pirsona Hi kvadrata statistikas metodi, izmantojot
SPSS for Windows programmatiru. Analize paradija, ka HBA® rezultats bija ciesa saistiba ar
morfolodiju, datiem no apvienoto datu grupas (visas tris vietas), 2. tabula.

Apvienotie dati paradija labu specifiskumu un pozitivu prognozéjamibas raditaju, lai gan
jutiba bija tikai 40%. Tade| péc <80% piesaistes nogriesanas, HBA® tests konstaté mazak
par pusi no spermas paraugiem ar patiesi zemu morfologiju, bet starp tiem, kam konstatéts

nuolyd2|u spermatozoidai jprastai jungiasi prie hialurono.

Tikétini rezultatal

Prie hial prisij iy sper idy procentas svyruoja nuo nulio iki 100 %.
157 spermy méginiy tyrime, ty pacienty, kuriems diag tas tikétinas

didesnioji pusé méginiy pademonstravo vidutinj HBA® 93 + 2,6 % prisijungimo rezultata.
Mazesné pusé turéjo HBA® nuo 88 % iki nulio prisijungimo rezultatus, vidurkis buvo
70 £ 18 % prisijungimy. Mazdaug 1 % i$ Siy méginiy pademonstravo neaptinkama
prisijungima prie hialurono.
pa c A

(k. oS
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prisijungusiyjy proporcija spermos méginyje.
Apribojimai ir trikdziy §
Naudoklte tik Sviezia sperma, ne senesne kaip trijy valandy.

Méginyje turi biti galima suskaiciuoti bent 30 judanciy spermatozoidy. Jeigu tinklelyje
pasirodo maziau kaip 30 sper dy, uzdekite mikroskopo skale arba skaiciuokite
paskesnius skirtingus mikroskopo laukus, kad biity gal|ma atl|kt| pat|qu didesniame plote,
pakankamo jvertinti bent 30 judanciy (prisij J ir neg iy) sper
Arba koncentruokite méginj ir pakartotlnal i3analizuokite koncentrata.
Visuomet pasiriipinkite, kad méginys biity dedamas ant padengtos stiklelio puseés.
Padengtoji pusé virduje, kuomet aiskiai matosi uzrasas ,HYDAK® HBA". Uzlasinus spermos
ant nepadengtos pusés ir uzdéjus dengiamaja juostele, atrodys, kad spermatozoidai
nesijungia arba, jeigu buvo stipriai p d ji juostelé, idai gali
atrodyti kaip nejudantys.

Vos tik pastebéjus jungimasi, pakartokite méginio analize ant kito stiklelio ir
patvirtinkite rezultata.

Kartkartémis pasitaiko brokuoty dengiamujy juosteliy, kai tinklelis iSraizytas iSorinéje,
o ne vidinéje puséje, kur turi liestis su méginiu. Taip atsitikus, pakartokite analize su nauja
3ja juostele. Kreipkités j platintoja, kad pakeisty.

sukiirimas) gali pakeisti HA

ZENR |HZUIYERGHIMESYA-H ZALE zems HBA® raditajs, ir ticama zemas morfologijas prognoze (> 80%).
BAE22F| AZSACR | 0tRAU{OF | 01835104 2.tabula
Al M BE. 1013h =4 AL o Significance of HBA” Raditajs to Morphology
f‘i})} MEA I Petijumavieta | N | Jutiba |Specifiskums | Pozitiva paredzama vértiba p=
-~ ' PA 50 | 432 76,9 84,2 0,198 (NS)
. I PA-I® 50 | 513 90,9 95,2 0,012
Latvian/Latviesu @) 2] 542 | 786 68,4 0,015
Eiropas patents Nr. 1056336 DBP/69924472. 2 a 55 | 265 100 100 0,01
Li . A®C, L hial, L L
noradijumi: HBA®Spermij P tests Kombinétas | 157 | 400 | 855 80,9 0,001
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Patentétie un nostiprinatie vardi: HBA®Spermiju-hialuronana piesaistes tests
Razotajs: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, ASV

ASV Izplatitajs: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Tel: +434-979-4000

ES Pilnvarotais parstavis: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court, Spring Road,

Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com, Apvienota Karaliste,

Fakss: +44 161903 9787

Paredzéts izmantot:

HBA® Spermiju-hialuronana piesaistes tests ir paredzéts lietosanai ka komponents:

1. Spermiju standarta analizei iespgjamas virieSu neauglibas diagnostika.

2. Analizem, lai noteiktu pareizu IVF neauglibas arstésanas kursu.

Kopsavilkums:

Dabiskaja apauglosana nobriedusi spermiji saistas ar hialuronanu, ofSinas uzkalnu
aptverosa slana galveno | savukart briedusi spermiji nepiesaistas (3, 9,
13,14,19,21).

Nobriedusi spermiji saistas ari ar hialuronanu, kas kimiski piestiprinats pamatnei (9, 10),
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piemeéram, ar hialuronanu parklata stikla plaksnei, kas veido HBA® komplektu. Skatoties
mikroskopa, piesaistitie spermiji atskiras no nesaistitajiem ar to astites vicinasanu, galvai
neveicot aktivu parvietosanos.

Hialuronana piesaiste norada, ka sekmigi pabelgts spermlogenals notlkums ar HspAZ
pavadonproteina starpniecibu (1, 2, 8). Pavadonproteina nef

spermatozoidu nobrieSanas fazés var veidoties mejozes deficits, DNS reparacija,
hialuronana piesaiste un citas.

Spermiju nespéja sasaistities ar hialuronanu ir iemesls daudziem nenobrieduma asp

OLaboratorijas dati parrékinati ar <5% morfologijas un <80% HBA® samazinajumu.

Simbolu definicijas

Jeigu skaiciavimo tinklelyje esantis oro burbulas trukdo skaiciuoti, pakartokite analize
naujoje sekdijoje ir dengiamaja juostele.

Rezultaty svarba:

Mazas HBA® rezultatas atspindi maza subrendusiy sper dy proporcijq permoj
3. Hialurona prisijungiantys sp i, yra
pajégs saveikauti su oocltulratspmdlgenomml vientisuma (11, 14, 21, 24) kas pagerina
gebéjimo zigotai atiduoti geriausias tévines savybes kokybe. Hialurono prisijungimas

dlferencljuma aukstq ir zema funkcinj vientisuma ir vaisingumo potenciala.

Sekojiet produkta Sterilizéts ar Augséjais Etiketes atsauces todel galima jtarti n
lietoSanas instrukcijam staroSanu temperatiras limits numurs
[l | o=
Turét sausuma Lietot ar Razotajs: Atsauces numurs

v 3, nebitina, kad visi spermatozoidai bty pajégis prisijungti
hialurong, taciau, kad vaisingumo tikimybé bty didelé, privalo bati atitinkama hialurong

hengselen lukkes — nar er ganske ner platen, vil den komme i kontakt
med provedrapen (figur 2). Fortsett & senke dekselklaffen uten & slippe den. Slipp
dekselklaffen nr sirkelen er helt dekket av praven (figur 3). Sentrer til slutt sirkelen
over kammeret.
Figur 1: Kontakt mellom dekselklaffen og platen:
Figur 2: Kontakt mellom dekselklaffen og proven:
Figur 3: Dekselklaff pa plass:

4. Inkuber kammeret i minst 10 og maksimalt 20 minutter. Tell de ubundne, motile
spermiene og de bundne, motile spermiene i samme antall nettkvadrater (omréde).

Etter 10 minutter vil alle spermiene komme i kontakt med og binde seg til det
immobiliserte hyaluronanlaget. Etter 20 minutter vil spermier med lav motilitet
begynne & miste motilitet.
Bundne, motile spermier vil stanse den progressive bevegelsen, men opprettholde den
aktive viftingen med halen. Dade og immotile spermier har ingen halebevegelse. Ikke-
bindende motile spermier svammer fritt omkring.
God pravepresisjon oppnds nar summen av bundne og ubundne immotile spermier
er mellom 100 og 200. Tell den dominerende gruppen (bundne eller ubundne)
med motile spermier til minst 100 spermier eller 100 nettkvadrater er opptalt. Tell
umiddelbart den andre gruppen av motile spermier i samme antall nettkvadrater.
Det er ikke alltid mulig & finne 100 motile spermier i en sedprove, sarlig
i oligospermiske prover.

5. Kalkuler prosentandelen hyaluronan-bindende spermier.

Prosentandelen av spermier som binder seg til hyaluronanlaget regnes ut:
96 Bundet = 100X Bundne motile spermier

Bundne motile spermier + ubundne motile spermier

For eksempel:

Et antall pa 89 ubundne, motile spermier ble funnet ved opptelling av
100 nettkvadrater. Umiddelbart etter ble 27 bundne, motile spermier funnet i de
100 nettkvadratene.

23 9% bundet = 100 X 27 bundne motile spermier

27 bundne motile spermier + 89 ubundne motile spermier

Testpresisjon:

Testpresisjonen har sammenheng med det antallet spermier som ble talt. Jo flere spermier

som ble talt, desto mindre variasjon. Tell fortrinnsvis minst 100 totale motile spermier —

resultatene er akseptable nar minst 30 totale motile spermier telles.

| en studie av variabilitet innenfor og blant tre produksjonsloter av plater, ble enkle

sadprover testet i kopier av testplater. Med en normal prove, med ca. 196 spermier

per kopi, var resultatene (gj.snittlig (% bundet)/VK (%)/0g antall kopier): (86,9, 85,5,

85,0/4, 5, 4/20, 10, 10). Med en unormal, oligospermisk prove, med ca. 41 spermier, var

resultatene: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34,17/20, 10, 10).

Kvalitetskontroll:

Fersk, moden sperma kan brukes til & demonstrere spermie-hyaluronan-

blndlngsreakSJonen Kontroller for fersk sperma er imidlertid ikke kommersielt
Brukere oppfordres til  etablere sine egen kilder til fersk kontrollsperma og

pnsuunglanclqjq spermatozmdq propordija. virsijantis - veiksmi lygj,
i koreliacijomis su tipisko spermatozoido morfologija,

til & utvikle en assosiert historie av normale og unormale HBA®-tellinger.

sertifikats ir pieejams
péc pieprasijuma

par 1 endotoksina
vienibu uz ierici)

testéts ar viensiinas | parstavis Eiropas

{1}

tie saglaba citoplazmu un histonus (9), uzrada biezakas novirzes no normalas morfologijas
(18, 22, 23), un tiem ir zemaka genoma integritate neka hialuronana saistvielam -
hialuronana saistvielas ir daudz mazak DNS vienkarsa pavediena partraukumu, neka
nesaistosajas (24) un 4-6 reizes zemaks hromosomu aneuploidiju biezums (10, 11).
Spermiju kustigums uz saistosa hialuronana tiek stimuléts (6, 7, 14). Lidz ar to spéja
saistities ar hialuronanu norada uz nobriedusu spermu, un nobrieduu spermiju ipatsvars
liecina par spermas parauga seklas briedumu.

HBA® slaids:
HBA © slaidam ir divas identiskas testa kameras ar hialuronana parklajumu. Saskaitot
kustigo saistito un ito spermiju kopapj var aprékinat sasaistes proporciju.

Paraugu nemsana un sagatavosana:

Sékla jaiegust masturbacijas cela, vélams, péc 2-3 dienu abstinences, savacot tira, sausa

trauka. Uzglabat 30 minates 20-28°C temperatara, lai saskidrinatu. Ja paraugs joprojam

ir viskozs, péc 30 mintém to var atSkaidit ar tada pasa tilpuma spermas atskaiditaju,
pieméram, cilvéka olvadu skidrumu (HTF). Séklas parauga testésana javeic 3 stundu laika
péc tas savaksanas.

Bridinajumi un piesardziba:

1. Sperma ir riskants skidrums; tas jaapstrada un jaiznicina, izmantojot standarta drosibas
pasakumus infekcioziem, biologiski bistamiem materialiem. lzmantot cimdus, acu
aizsargus un laboratorijas virsvalku. Visu veidu atkritumus dezinficét un noglabat
biologiski drosa tvertne.

2. Nelietojiet HBA® slaidus spermas ICSI vai IVF atlasei! Slaidi nav sterili, tie satur

endotoksinus un var bat embri ki. Sis sagataves iegade nedod atlauju spermiju
atlasei HBA® slaidos.
Uzglabasana:
HBA® slaidi jaglaba tira, sausa vidé 20-28° C temperatra.
Testa veiksana:
klautie materiali: Neieklautie materiali:
HBA® slaidi Mikroskops ar 400x palielinajumu
Parklajloksnes izli sterilas aizbaz mégenes

Mehaniska skaitiSanas ierice

Cilveku olvadu Skidrums (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA) vai
iti pielaujami spermas $kidinataji, kas satur >0,50 mg/ml proteinu
Vienreizéjie paraugu apstrades cimdi

Taimeris/pulkstenis

Pipetes ar tilpumu 2-10 L, vienreizéjie pipetes uzgali
Mikroskopa iesvitrota zona

Produkta lietosanas
instrukcijas

Procedira soli pa solim:

1. Veiciet testu 20-30°C temperatira.

2. levadiet spermu testa kamera.
TieSi pirms lieto3anas paraugu sajauciet un ar pipeti uzpiliniet vienu pilienu 7-10 pL
apjoma testa kameras centra.

3. Nekavejoties uzklajiet parklajloksni: izvairieties no gaisa burbulu iesprostosanas.
Parklajloksnei redzamibas apgabala ir 100 kvadratu 01 X 0,1 mm tikls. Uzlieciet

parklajloksni ar apli uz augsu. lzvairieties no gaisa ienojot vienu

peles embrija testu Kopiena
Lithuanian/Lietuviskai

[EC[REP]
Europos patento Nr. 1056336 DBP/69924472.2
Naudojimo instrukdjos: ,HBA®Sperm-Hyaluronan Binding Assay” (HBA® spermatozoido-
hialurono jungimosi tyrimas)
www.hba-picsi.com
P: i ir nustatyti p iz ,HBA®Sperm-Hyaluronan Binding Assay” (HBA®
spermatozoido-hialurono jungimosi tyrimas)
Gamintojas: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, JAV
Platintojas: ORIGIO, Inc.", 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,
Tel.: +434-979-4000
ES Jgaliotasis atstovas: , Medical Device & QA Services Ltd", Spring Court, Spring Road,
Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com, Jungtiné karalysté,
Faks.: +44 161903 9787
Paskirtis:
HBA® spermatozoido-hialurono jungimosi tyrimas skirtas naudoti ir sudaro:
1. standartinés spermos analizés dalj, diagnozuojant tikéting vyro

Izplatitajs Nesterilizét atkartoti Daudzums Serijas numurs hialurono prisijungimo analizés lygmuo, diferencijuojantis didesne ir mazesne
@ [555 ] ,ﬁl tikimybe, yra nustatytas mazdaug 80 %, 1 lentelé.
@ 1lentelé
HBA" rezultaty interpretavimas
Vienreizéjai lietosanai; Nelietot, ja Tikai profesionalai Markejuma HBA" rezultatas (% prisijungusiy) Interpretavimas
nelietot atkartoti pakojums ir bojats lietosanai revizijas numurs >80 % prisij i Tipiska branda ir fiziologiné funkcija
® Rx Only <80 % prisijungusiy Susilpnéjusi branda ir fiziologiné funkeija
Veiklos charakteristika:

Serijas ipasais analizes | Nav pirogéns (mazak |  Nav citotoksisks: Pilnvarotais Tyrimas, lygi HBA® | su tipisko sper ido morfologija (grieztas

kriterijus), atliktas su spermos is i$ IVF ar andrologijos lab ijy trijose valstijose
(CT, CA'ir PA), su pacientais, kuriems di as tikétinas isi 13 kiekvi
tyrimy centro buvo gauta maziausiai po 50 méginiy. Tyrimy centre HBA® analizé atlikta
pagal HBA® naudojimo instrukcijas. Tyrimy centre buvo paruosti morfologijos stikleliai ir
nusiysti j centrine bisting, kur skaiciavimai atlikti tuo paciu skaitytuvu.
Duomenys isanalizuoti dviejy krypciy lentele, naudojant morfologija (klasifikuojamas kaip
silpnai vaisingas, jeigu tipiska morfologija <5 %, kitais atvejais vaisingas (4, 5, 15, 17))
ir HBA® rezultatu (Klasifikuojamas, kaip silpnai vaisingas, jeigu jungiasi <80 %, priesingu
atveju — vaisingas). ReikSmingumas nustatytas pagal Pirsono formule (Pearson Chi—
squared) naudojant ,Windows" aplinkai skirta SPSS programine jranga. Analizés parode,
kad HBA® rezultatas buvo reikSmingai susijes su morfologija pagal duomeny derinius
(i8 visy trijy tyrimy centry), 2 lentelé.
Duomeny deriniai parodé gera specifiskuma ir teigiamas numanomas reikmes, nors buvo
tik 40 % jautrumas. Todél, prie galutinés <80 % jungimosi ribos, HBA® analizé aptinka
maziau negu puse spermos méginiy su aiskiai Zema morfologija, taciau tarp ty nustatyty,
kaip Zemo HBA® rezultato, yra stipri prastos morfologijos tikimybé (>80 %).

2|entelé

2. analizé skirta nustatyti tinkama IVF nevaisingumo gydymo kursa.
Santrauka:
Nataralaus apvaisinimo metu subrendes spermatozoidas jungiasi prie

Spermie-hyal bindi ks endres ikke ved frysing og opptining av sperma
(16, 20, 25). Likeledes vil sperma som er behandlet enten med swim-up eller gradert
preparering, binde se til hyaluronan pa normal méte.

Forventede resultater:

Andelen hyaluronan-bundne spermier strekker seq fra praktisk talt null til i hovedsak
100 %. | en studie av 157 sedprover fra pasienter med diagnose for mistanke om
infertilitet, viste den gvre halvparten av pravene en gjennomsnittlig HBA®-telling pa
93+2,6 % binding. Den nedre halvparten hadde HBA®-tellinger fra 88 % til ingen binding.
Gjennomsnittet var 7018 % binding. Omtrent 1 % av disse provene viste ingen malbar
binding til hyaluronan.

Spermapreparering (swim-up, gradert) kan endre andelen HA-bindere i en szedprove.
Begrensninger og feilsoking:

Bruk bare fersk sperma som er mindre enn tre timer gammel.

Praven bor gjore det mulig & telle minst 30 motile spermier. Dersom det er mindre enn
30 spermier i rutenettet, kan du installere en mikroskopretikkel eller telle suksessive, ulike
mikroskopfelter slik at du kan inspisere et omrade som er stort nok til at minst 30 motile
spermier (bundne og ubundne) kan evauleres. Alternativt kan proven konsentreres
og konsentratet testes pa nytt.

Pass alltid pa at proven er pafort den hyaluronan-belagte siden av platen. Den belagte
siden er opp nar“HYDAK® HBA"kan leses tydelig. Dersom sperma og dekselklaffen settes pa
den ubelagte siden, vil det gi inntrykk av det ikke er noen spermiebinding, eller spermiene
kan fremsta som immotile dersom dekselklaffen er trykket hardt ned.

Nar det ikke observeres noen binding, test proven pa nytt pa en ny plate for
 bekrefte resultatet.

Av og til kan defekte del , derr er frest inn pa oversiden av
klaffen i stedet for pa den siden som er i kontakt med praven. Nér dette skjer, skal testen
gjores om igjen med en ny dekselklaff. Kontakt din distributer for erstatninger.

Dersom en luftboble hindrer telling i rutenettet, gjentas testen med et nytt kammer

binding

Resultatenes betydning:

Et lavt HBA®-tall viser en lav andel modne spermier i spermaen og forutsier derfor
infertilitet. Hyaluronan-bindende spermier er derimot kompetente i interaksjon med
oocyte og assosieres med hgy genomisk integritet (11, 14, 21, 24), noe som bedrer

pé fars bidrag til zygoten. Hyaluronan-binding skiller mellom hey og lav

pagrindinio cumulus oophorus tarplastelinés medziagos
spermatozoidas nesijungia (3,9, 13, 14, 19 21)4
Subrend idas jungiasi prie hial chemiskai pritvirtinto prie atramos
(9,10), pvz hlaluronu padengty stikleliy, sudaranciy HBA® rinkinj. Stebint per mikroskopa,
prisijunge  spermatozoidai  skiriasi nuo neprisijungusiyjy savo besiplakanciomis
degélémis, o ju galvutés jau nebejuda j priekj.
Hialurono prisijungimas rodo pavykusj spermiogeninj reiskinj tarpininkaujant HspA2
saperonui (1, 2, 8). Saperono nebuvimo atveju, gali pasireikiti mejozés deficitas, DNR

atkarimas, hial prisij ir kiti sper Jo brendimo etapai.

spermatozoidai, b isijungti prie hiall panasis daugeliu nesubrendimo
aspekty: jie uzlaiko citoplazma ir histonus (9), demonstruoja didesnj netipiskos
morfologijos daznj (18, 22, 23) ir turi mazesnj inj vientisuma, negu prisij ieji

hialurong — pastarieji turi daug maziau vienos DNR guos truqu negu nepnsuungusmjl
(24) 04— 6apsupa daznloa (10, 11). Sper

ti giant hialurona (6, 7, 14) VadlnaS| gebéjimas prisijungti
h|a|uronq nurodo subrendu51 spermatozoida, o i$ subrendusiy spermatozoidy proporcijos
galima spresti apie spermatozoidy branduma spermos méginyje.
HBA® objektinis stiklelis:
HBA® objektinis stiklelis tun dvi |dent|skas hlaluronu padengtas tynmo SEk(I]aS
Skaiciuojant, kiek judanciy J ir neprisij
plote, gal|ma apska|(|uot| pr|suungusuuq propor(uq
Mégini irp
Sperma turi bati gaunama masturbacijos bidu, pageidautina po 2—3 pary abstinencijos,
ir surinkta j Svary, sausa konteinerj. Laikyti 20-28 °C temperatiroje 30 minuciy, kad

4 SPE 4

parklajloksnes malu ar kameras malu tada lenki, ka endes (1. attels), Ienam nolaidiet
parklajloksnes pretéjo malu, aizverot endes - kad parklajloksne ir pietiekami tuvu
slaidam, ta pieskaras paraugu pilei (2.attéls); turpiniet nolaist parklajloksni, neatlaizot
to; atlaidiet parklajloksni, kad paraugs pilniba aizpilda apli (attéls 3), visheidzot
iecentrgjiet apli kamera.
1. attéls: Pievienot parklajloksni slaidam:
2. attels: Parklajloksni uzklat paraugam:
3. attels: Parklajloksne vieta:

4. Inkubéjiet kamera vismaz 10 bet ne vairak ka 20 mindtes. Saskaitiet nesaistitos
kustigos spermijus un piesaistitos, kustigos spermijus tada pasa kvadratu daudzuma
apgabala).
10 mindtés visi spermiji pievienosies un sasaistisies ar piestiprinato hialuronana slani.
Péc 20 minatém mazkustigie spermiji var sakt zaudet kustigumu.
Piesaistitie kustigie spermiji partrauks kustibu, bet saglabas aktivo astes vicinasanu.
Nedzivie un nekustigie spermiji neuzrada astes kustibas. Nesaistitie kustigie spermiji
peld sava vala.
Laba testa precizitate tiks sasniegta, ja saistito un nesaistito kustigo spermiju summa
ir starp 100 un 200. Saskaitiet parsvara esoSo grupu (saistito vai nesaistito) kustigo
spermiju, kamér ir saskaitits vismaz 100 spermiju vai 100 kvadratu. Uzreiz saskaitiet
otru kustigo spermiju grupu tikpat daudz kvadratos.
Spermas parauga ne vienmér bas iespéjams atrast 100 kustigu spermiju, jo Tpasi
oligospermiskos paraugos.

5. Aprekiniet hialuronana piesaistito spermiju procentu.
Hialuronana slanim piesaistito spermiju procentu aprékina Sadi:

% piesaste =100 Piesaistitie kustigie spermiji
Piesaistitie kustigie spermiji + neiesaistitie kustigie spermiji

Piemérs:
Saskaitot 100 kvadratus, ir iegati 89 nesaistijusies, kustigie spermiji. Talit pec tam
100 kvadratos tika saskaititi 27 saistijusies, kustigie spermiji.
23 % saistito = 100 X 27 Piesaistitie kustigie spermiji
27 Piesaistitie kustigie spermifi + 89 Nepiesaistitie kustigie spermiji

Testa precizitate:

Metodes precizitate ir saistita ar saskaitito spermiju daudzumu. Jo vairak spermiju
saskaitits, jo zemaka neatbilstiba. Vélamais skaits ir kopa vismaz 100 kustigo spermiju;
rezultati ir pienemami, ja tiek saskaititi kopa vismaz 30 kustigo spermiju.

k ). Po 30 minuciy vis dar klampas méginiai gali biti skiedziami tokiu pat spermos
skiedimo terpés kiekiu, pvz., Zmogiskuoju kiausintakiy skysciu (angl. human tubal fluid —
HTE). Spermos méginio tyrimg bmina atlikti per 3 valandas nuo surinkimo.
péjimai ir
1. Spermayra pavollngas skystls todel dirbti ir Salinti jg batina laikantis jprasty atsargumo

priemoniy, taikomy infekcinéms, biologiskai pavojingoms medziagoms. Mivékite
pirstines, dévekite apsaugq akims ir laboratorinj chalatq. Dezinfekuokite visas atliekas
ir Salinkite biologiskai pavojingy atlieky konteineryje.
2. Negalima naudoti HBA® stikleliy spermai, skirtai ICSI ar IVF surinkti! Stikleliai yra
nesterilds, ant jy yra endotoksiny, o jie gali biti embriotoksiski. Sio rinkinio jsigijimas
kia teisés surinkti sp idus ant HBA® stikleliy.

Laikymas:

HBA® stiklius laikyti Svarioje, sausoje aplinkoje 20-28 °C.
Kaip atlikti analize:

Pateikiama Nepateikiama medziaga:
medziaga:

HBA® objektiniai Mikroskopas, didinantis 400x
stikleliai

Vienkartiniai, sterils tyrimy mégintuvéliai su dangteliais
Mechaninis skaiciavimo prietaisas

Imogiskasis kiausintakiy skystis (HTF, Irvine Scientific, Santa
Ana, CA) arba kitas priimtinas spermos skiediklis, kuriame yra
> 0,50 mg/ml baltymo

Vienkartinés méginiy émimo pirstinés

Chronometras/ laikrodis

Pipeté, skirta atmatuoti 2—10 yl, vienkartiniai pipetes galiukai
Mikroskopo skalé sriciai nuzyméti

Dengiamosios juostelés
Gaminio naudojimo
instrukcijos

Nuosekli procediira:

1. Tyrima atlikite 20-30 °C temperatiroje.

2. Analizés sekcija uzpildykite sperma.

Prie$ pat naudojima, analizés sekcijos centre sumaiSykite méginj ir las3 iS pipetés,
7-10 l tario.

3. Nedelsiant uzdékite dengiamaja juostele: stenkités, kad nesusidaryty burbulai.
Dengiamosios juostelés perZiros apskritime yra 100 langeliy tinklelis, po 0,1x0,1mm.
Dengiamaja juostele dékite apskritimu j virdy. Venkite burbuly susidarymo, vieng
dengiamosios juostelés krasta prilieskite prie sekcijos krasto, suformuodami kampa,

OTyrimy centro duomenys perskaiciuojami su galutine <5 % riba morfologijai ir
<80 9% HBA®.

Simboliy paaiskinimai

|l integritet og befruktningspotensiale.

For @ kunne forutsi fertilitet er det ikke nodvendig at alle spermiene kan binde hyaluronan,
men andelen hyaluronan-hindere mé komme opp pa et effektivt niva for at det skal
véere hoy sannsynlighet for fertilitet. Binding over det effektive nivaet bedrer trolig ikke
fertiliteten ytterligere. Basert pa korrelasjoner med normal spermiemorfologi, er det nivaet

Reiksmigumas HBA" re zultato morfologijai
Teigiama numanoma og deksel.
Turimy centras | N | Jautrumas | Specifiskumas L p=
reikimé
) PA 50 432 769 84,2 0,198 (NS)
PA-r° 501 513 90,9 95,2 0,012
CA 52| 542 78,6 68,4 0,015 a4
hial a 551 265 100 100 0,01 .
nesubrendes Suderintas | 157 40,0 85,5 80,9 0,001

der Hyal Bindingstest Assay skiller mellom hgy og lav forventet fertilitet estimert til

numeris

numeris

Bendrijos atstovas g

Specialy partijos Nepirogeniskas Ne citotoksiskas: | Negalima naudoti,
analizés patvirtinimg (kiekvienam ishandytas, jvertinus|  jei pakuoté
galite uzklause gauti | prietaise maziaunei | 1 pelés embriono sugadinta

i platintoj 1 endotoksino vienetas) lastele
“‘»7
=D | [k=]
Norwegian/Norsk
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Zr naudo!'.imo Pakartotinai .sterilizuoti Virquiné ) Vie_nkartinis; . omtrent 80 %, tabell 1.
instrukcijas negalima temperatarosriba | negalima naudoti Tabell 1
I::Iﬂ @ TB °c pakartotinai HBA-tell | _ 9
® HBA"telling (% binding) Tolkning
>80 % binding Normal modenhet og fysiologisk funksjon
Laikyti sausai Sterilizuota Svitinimu Gamintojas Nuorodos numeris <80 % binding Redusert modenhet og fysiologisk funksjon
? ‘ REF | Ytelesesegenskaper:
En studie som sammenligner HBA®-telleresultater med normal spermiemorfologi (strenge
Platintoj Tik profesional Kiekis Partijos numeris kriterier) ble utfort med seedprover fra tre IVF- eller andrologilaboratorier i tre amerikanske
[Toe] stater (Conneticut, California og Pennsylvania), med pasienter med diagnose for mistanke
i Rx Only om infertilitet. Det ble tatt minst 50 prover fra hvert sted og HBA®-testen ble utfort pa
stedet i henhold til bruksanvisningen for HBA®. Morfologiplatene ble klargjort pa stedet og
Tyméjimo d |galiotasis Europos Naud Tymgjimo patikros sendt il en sentral der telling ble gjort av en enkelt avleser.

forloai (klassifi

el hall

Dataene ble analysert av en toveis ved bruk av
som underfertil dersom <5 % normal morfologi, ellers fertil (4, 5, 15,17)) og HBA®- teIIlng
(klassifisert som underfertil dersom <80 % binding, ellers fertil). Betydningen ble testet
med Pearson Chi-kvadratstatistikk ved bruk av SPSS for Windows programvare. Analysen
viste at HBA®-tellingen var betydelig relatert til morfologi for data fra de kombinerte
dataene (alle tre steder), tabell 2.

De kombinerte dataene viste god spesifisitet og positive forutsigharhetsverdier, selv om
sensitiviteten bare var 40 %. Derfor, med en grenseverdi pa <80 % binding, detekterer
HBA®-testen mindre enn halvparten av de sedpravene som har sveert lav morfologi, men
blant de som ble detektert som lav HBA®-telling, er det en sterk forutsigbarhet (>80 %)
for darlig morfologi.

Bruksanvisning HBA°Sperm-Hyall Binding
www.hba-picsi.com

Beskyttede og etablerte navn: HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (sperma-
hyaluronan bindingsstest)

Produsent: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA

Distributgr: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Telefonnr. (US): +434-979-4000

EU-autorisert representant: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court, Spring Road,
Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com,

Faks: +44 161 903 9787

Anvendelse:

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay skal brukes som en del av:

1. standardanalyse av sperma for diagnose ved mistanke om mannlig infertilitet.

2. analyser for fastsettelse av riktig forlop for IVF-behandling av infertilitet.
Sammendrag:

Ved naturlig befruktning bindes modne spermier til hyaluronan, hovedbestanddelen
i cumulus oophorus-matrisen. Umodne spermier bindes ikke (3,9, 13, 14,19, 21).

Modne spermier bindes ogsa til hyaluronan som er kjemisk koblet til en statte (9, 10)
som de hyaluronan-belagte glassplatene som utgjor HBA®-settet. Nar man ser pa bundne
spermier i mikroskop, skiller de seg fra ubundne spermier ved de viftende halene med
hoder som ikke har noen progressiv bevegelse.

Hyaluronan-binding indikerer vellykket fullforing av spermiogene hendelser som formidles
av HspA2-proteinet (1, 2, 8). | fraveer av proteinet kan meiosefeil, DNA-reparasjon,
hyaluronan-binding og andre trinn i spermiemodningen inntreffe.

(sperma:

danhet-

d ych (10, 11). Ruchliwos¢ plemnikw jest stymulowana po zwigzaniu
z kwasem hialuronowym (6, 7, 14). W ten sposob zdolnos¢ do wiazania hialuronianu
wskazuje na dojrzatos¢ plemnikéw, a odsetek dojrzatych plemnikéw wskazuje
na dojrzatos¢ plemnikéw w prébce nasienia.

Plytka HBA®:

polepsza ptodnosq Na podstawie korelacjiz morfologia prawidtowych plemnikéw, poziom
oznaczenia wiazania do kwasu hialuronowego rozrozniajacy pomiedzy wyzsza i nizsza
oczekiwang ptodnoscia oszacowano w przyblizeniu na 80%, tabela 1.

Tabela 1
Interpretacja wynikow testu HBA”
ik testuHBA' (% ikow zwi ) Interpretacja

>80% plemnikéw zwiazanych
<80% plemnikéw zwigzanych

Prawidfowa dojrzatos¢ i funkgja fizjologiczna
Obnizona dojrzatosi funkcja fizjologiczna

5. Calcule a percentagem de espermatozéides passiveis de ligagao ao dcido hialurdnico.
A percentagem de ligacdo dos espermatozdides a camada de acido hialurénico
¢ calculada:

% deligados = 100X Esp dotados de motilidade ligados
Espermatozoides dotados de motilidade ligados +

espermatozoides dotados de motilidade nao ligados

Exemplo:
Em 100 quadrados de grelha, obteve-se uma contagem de 89 espermatozéides dotados
de motilidade ndo ligados. Imediatamente depois, contaram-se 27 espermatozéides
dotados de motilidade e ligados em 100 quadrados de grelha.
239% deligados = 100X 27 Esp ides dotados de motilidade ligados
27 Espermatozdides dotados de motilidade ligados +
89 Espermatozdides dotados de motilidade ndo ligados

Wydajnosc: Precisao do teste:

Przeprowad badanie poré ze wynikow HBA® z morfologia pramdh)wych A precisdo do teste estd relacionada com o nimero de espermatozéides contados. Quantos
plemnikéw (surowe krytena) na prébkach nasienia od pacjentéw z rozy mais esp bides forem contados, menor é a variagao. Preferencialmente, deve contar
podejrzenia nieptodnosci z trzech latk w ktorych przep iza sig zaptodni pelo menos 100 espermatozdides dotados de motilidade; os resultados sao aceitdveis

in vitro lub laboratoriow andrologicznych znajdujacych sie w trzech stanach USA
(Connecticut (CT), Kalifornii (CA) i Pensylwanii(PA)). Pobrano przynajmniej 50 probek
z kazdego osrodka i przeprowadzono oznaczenia HBA® na miejscu zgodnie z instrukca
uzycia HBA®. Na miejscu przygotowano ptytki morfologiczne, ktdre zostaty wystane do
osrodka centralnego, w ktdrym zostaty oznaczone przez jedng osobe.
Dane zostaty pr za pomocg dwuw j tabeli liczebnosci przy uzyciu
morfologii (klasyfikacja: o obnizonej ptodnosci, gdy <5% prawidtowej morfologii,
w przeciwnym razie ptodni (4, 5, 15, 17)) i wyniku testu HBA® (klasyfikacja: o obnizonej
ptodnosci, gdy <80% zwiazanych plemnikow, w przeciwnym razie ptodni). Istotnos¢ byta
testowana przy pomocy statystyki chi-kwadrat Pearsona przy uzyciu oprogramowania
SPSS dla Windows. Analiza wykazata, ze wynik testu HBA® byt znaczaco zwigzany z
morfologia w przypadku danych pochodzacych z danych tacznych (wszystkie trzy osrodki),
tabela 2.
Dane taczne wykazaly odpowiedni poziom istotnosci i dobre dodatnie wartosci
predykcyjne, chociaz czutos¢ wyniosta tylko 40%. Dlatego tez, przy ograniczeniu liczby
zwigzanych plemnikéw <80%, analiza HBA® wykrywa mniej niz potowe probek nasienia
0 naprawde ztej morfologii, ale wsrdd tych wykrytych jako niski wynik testu HBA® istnieje
duzy stopieri przewidywalnosci (>80%) ztej morfologii.

Tabela 2

quando sdo contados pelo menos 30 espermatozéides dotados de motilidade.

Num estudo de variabilidade em trés lotes de producao de lamelas, as amostras de sémen
individuais foram avaliadas em réplicas de lamelas de teste. Com uma amostra normal,
com contagem ap! 1a de 196 esper por réplica, os resultados (médias
(% de ligados)/CVs (%)/e nimeros de réplicas) foram de: (86,9, 85,5, 85,0/ 4, 5, 4/ 20,
10, 10). Com uma amostra anormal e oligospérmica, com contagem aproximada de
por réplica, os resultados foram de: (59,0, 55,8, 58,4/ 18, 34,17 / 20,

41 esper
10,10).
Controlo de qualidade:

0 sémen maturo fresco pode ser utilizado para demonstrar a reaccdo de ligagdo dos
espermatozdides ao acido hialurdnico; no entanto, no estao disponiveis comercialmente
controlos de sémen fresco. Recomenda-se que os utilizadores estabeleam as suas proprias
fontes de sémen de controlo fresco e desenvolvam um historial associado de classificagoes
normais e anormais de HBA®.

A reacgao de Ilgagao dos ao acido ico ndo € alterada pelo
C e descongel dos esp Gides (16, 20, 25). Da mesma forma,
os espermatozdides processados quer por migracdo ascendente (“swim-up”) ou por
preparacdo de gradiente ligam-se normalmente ao dcido hialurénico.

Resultados esperados:

hial

ODane z osrodkéw przeliczone przy ograniczeniach rownych <5% w przypadku morfologii
i<80% w przypadku HBA®.

Definicje symboli

- — A percentagem de espermatozéides ligados ao &cido hialurénico vai de essencialmente
Inaczenie oceny morfologii HBA zer0 a essencialmente 100%. Num estudo de 157 amostras de sémen de pacientes que
Miejsce | | cutosc | Swoistosc Dodatnia wartos¢ p= se apresentam para um diagnéstico de suspeita de infertilidade, a fracgdo superior de
badania predykcyjna amostras apresentou uma classificacdo média de HBA® de 93 + 2,6% de ligacdo. A fraccao
PA 50 43,2 76,9 84,2 0,198 (NS) inferior ap dlassificagbes HBA® entre 88% e zero de ligagdo; a média foi de
PA-r* | 50 513 90,9 95,2 0,012 70 + 18% de ligacdo. Aproximadamente 1% destas amostras ndo apresentou uma ligagio
A 52 54,2 786 684 0,015 detectdvel ao acido hialurdnico.
a 55 26,5 100 100 0,01 A preparagio dos esp: (“swim-up’, gradiente) pode alterar a proporcao
| Potaczone | 157 | 40,0 855 80,9 0,001 de esper ligados ao acido hialurénico numa amostra de sémen.
Limitagdes e resolugio de probl

¢ p
Utilize apenas sémen fresco, com menos de trés horas.

A amostra devera permitir que sejam contados pelo menos 30 espermatozéides dotados
de motilidade. Se ocorrerem menos de 30 espermatozdides na grelha, instale um
reticulo de microscpio ou conte os sucessivos campos microscopicos diferentes numa
drea suficientemente grande para avaliar pelo menos 30 espermatozdides dotados de
motilidade (ligados e nao ligados). Em alternativa, concentre a amostra e volte a avaliar

Certifique-se sempre de que a amostra foi aplicada ao lado revestido da lamela. 0 lado
revestido esta para cima quando se consegue ler claramente “HYDAK® HBA". A aplicacao
dos espermatozdides e da tampa da lamela ao lado ndo revestido dara a aparéncia de
nao haver ligacdo de espermatozdides ou, se a tampa tiver sido colocada com forca, os

esper dides poderao parecer imoveis.

Sempre que ndo se observar ligacao, repita o teste da amostra numa lamela
diferente para confirmar o resultado.

Ocasionalmente, sdo fabricadas tampas com defeito, com a grelha gravada no topo
da tampa em vez de no lado que esta em contacto com a amostra. Quando isto ocorrer,
repita o teste com uma nova tampa de lamela. Contacte o seu distribuidor para proceder
a substituicdo de material defeituoso.

Se uma holha de ar bloquear a contagem dentro da grelha de contagem, repita o teste com
uma nova camara e tampa de lamela.

Importéncia dos resultados:

Uma baixa dlassificacdo de HBA® reflecte uma baixa proporcao de espermatozéides
no sémen, indicando infertilidade. Por outro lado, os espermatozdides de ligacao ao acido
hialurénico, sdo competentes na interacgdo com o odcito e estao associados a uma elevada
integridade gendmica (11,14, 21, 24), 0 que aumenta a qualidade da contribuicdo paternal
ao zigoto. A ligagdo ao acido hialurénico diferencia uma integridade funcional alta e baixa

Se houver predicao de fertilidade, ndo € necessrio que todos os espermatozdides sejam
capazes de se ligar ao acido hialurdnico, mas a proporcao de espermatozéides que se

Plytki HBA® maja dwie identyczne komory testowe pokryte hialuronianem. Przez Patrz instrukca Tylko do uzytku Gorna granica Numer
wyliczenie liczby ruchliwych plemnikow zwigzanych i niezwiazanych na ol uzyth i profé temperatury referencyjny
obszarze mozna obliczy¢ odsetek plemnikéw zwiazanych z hialuronianem. ’ec
Pobieranie i ie probki: [:IE] Rx OnIy ir
przygotowywanie probki: o concentrado.
Nasienie nalezy uzyskac poprzez masturbacje, najlepiej po 23 dniach abstynendji i zebra¢ — " - p ”
w czystym suchym pojemniku. Przechowywac w temperaturze 20-28°C przez 30 minut Chroni€ p‘rz‘eq wilgocig | Nie resterylizowatc Producent floe
w celu jego uptynnienia. Probki, ktore sa wciaz kleiste po 30 minutach, mozna rozciericzy¢ ;T( @ ‘
taka samq objetoscia medium do rozciericzania nasienia tj. pfynem jajowodowym. Badanie
zrobkl nasienia naljlz(y wykonac w ciagu 3 godzin od pobrania. Nie uzywac, jedli Sterylizowane | Do jednorazowego | Numer partii
strzezenia i $rodki ostroznosci: I ieiest  |poprzez naswietlanie| uzytku: nie uzywaé
1. Nasienie jest pfynem niebezpiecznym i nalezy z nim postepowac i usuwac go ruszkodzon]e pop gamma i po;rvtémi:
z zachowaniem zwykiych srodkow ostroznosci h dla iatow zakaznych [FTERLER]
stwarzajqcych zagrozenie biologiczne. Nalezy nosi¢ rekawice, okulary i fartuch ®
laboratoryjny. Nalezy zdezynfekowac wszystkie odpady i ztozy¢ je w pojemnik
na odpady stwarzajqce zagrozenie biologiczne. Numer referencyjny Dystrybutor Data waznosci Numer edydji
2. Nie nalezy uzywac ptytek do wyboru nasienia HBA® do oznaczeri ICSI lub IVF! Plytki nie sq oznakowania oznakowania
sterylne, zawierajq endotoksyny i mogq dziatac embriotoksycznie. Ten zestaw nie stuzy do
wyboru plemnikdw na plytkach HBA®.
Przechowywanie: Wasciwe swiadectwo | Wyrobniepirogenny | Wyrdh niecytotoksyczny:|  Autoryzowany
Phytki HBA® nalezy przechowywac w czystym suchym miejscu w temperaturze 20-28°C. analizy partii (mnigjni 1jednostka | testowanywanalizie | przedstawiciel
Wykonanie analizy: jest dostepne endotoksyny T-komérkowego | we Wspélnocie
:Iateriaiy Materialy niedostarczane: na zyczenie na urzidz_enie) zarodka myszy Europejskiej
ostarczane: g } . I
Phytki HBA® Mikroskop z powiekszeniem 400x DD ¢ potendial para fertlzagao.
Szkietka nakrywkowe  Jednorazowe sterylne probéwki z zatyczkami
Instrukgja uzytkowania Mechaniczne urzadzenie zliczajace Portuguese/Portugués

produktu Ludzki ptyn jajowodowym (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) lub inny dopuszczalny rozciericzalnik nasienia zawierajacy
>0,50 mg/ml biatka.
Rekawice jednorazowego uzytku do obrdbki nasienia
Stoper/zegar
Pipeta odmierzajaca 2-10 pl, koricéwki do pipet jednorazowego
uzytku
Wizjer mikroskopu okreslajacy obszar
Procedura krok po kroku:
1. Wykona analize w temperaturze 20-30°C.
2. Przenies¢ nasienie do komor testowych.
Bezposrednio przed uzyciem wymiesza¢ probke i nanies¢ przy pomocy pipety krople
0 objetosci 7-10 pl na Srodek komory testowej.
3. Natychmiast natozy¢ szkietko nakrywkowe: uwazac, by pod szkietko nie dostato sie

powietrze,
Szkietko nakrywkowe wyposazone jest w siateczke tworzaca 100 k
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Instrugdes de utilizagao: HBA@‘Sperm Hyaluronan Binding Assay (teste de ligagao dos
ao acido hi )

www hba-picsi.com

ligam a0 dcido hialuronico deve atingir um nivel efectivo de forma a alcancar uma boa
probabilidade de fertilidade. A ligagdo acima do nivel de eficacia nao devera melhorar
suplementarmente a fertilidade. Com base nas correlagdes com a morfologia normal dos
espermatozdides, o nivel do teste Hyaluronan Binding Assay (teste de ligacdo ao acido
hialurénico) que diferencia as altas e baixas expectativas de fertilidade calcula-se como

Nomes protegidos por direitos de autor e estabelecidos: HBA® Sperm-Hyal
Binding Assay (teste de ligacao dos a0 dcido hialurénico)

Fabricante: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA

Distribuidor nos EUA: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Tel: +434-979-4000

Representante autorizado na UE: Medical Device & QA Services Ltd, Spring

Court, Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdqas.com,

Fax: +44 161903 9787

Utilizagao prevista:

0 teste HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (teste de ligacdo dos espermatozdides

o wymiarach 0,1x0,1 mm w obrebie okregu podgladu. Natozyc szkietko nakrywkowe
okregiem do gory. Uwazac, by pod szkietko nie dostato sie powietrze: zetknac krawedz
szkietka nakrywkowego z krawedzia komory, tworzac kat jak dwa ramiona zawiasu
(rysunek 1); powoli opuscic przeciwlegty krawedz szkietka nakrywkowego, zamykajac
zawias — jesli szkietko nakrywkowe znajduje sig bardzo blisko ptytki, zetknie sie ono
z kropla probki (rysunek 2); w dalszym ciagu opuszczac szkietko nakrywkowe bez
wypuszczania go z rak; wypusci¢ je wtedy, gdy okrag w catosci jest pokryty probka
(rysunek 3); na koniec ustawic okrag w $rodku komory testowej.

Rysunek 1: Zetknac szkietko nakrywkowe z ptytka:

Rysunek 2: Zetkna( szkietko nakrywkowe z probka:

Rysunek 3: Whasciwie umieszczone szkietko nakrywkowe:

4. Inkubowa¢ komore przez co najmniej 10 minut i nie wiecej niz przez 20 minut.
Obliczy¢ liczbe plemnikéw ruchliwych niezwiazanych i zwiazanych w tej samej liczbie
kwadrat6w siateczki (polu powierzchni).
W ciagu 10 minut wszystkie plemniki powinny zetkna¢ sie i zwiazac z naniesiong
warstwa hialuronianu. Po 20 minutach stabe ruchliwe plemniki moga stawac sie mniej
ruchliwe.
Iwiazane ruchliwe plemniki nie beda poruszac sie ruchem postepowym, ale zachowaja
zdolnos¢ poruszania witka. Plemniki martwe i nieruchliwe nie poruszajg witka.
Ruchliwe plemniki niezwiazane poruszajq sie swobodnie.
Analiza bedzie odpowiednio precyzyjna w przypadku, gdy suma plemnikéw ruchliwych
zwigzanych i niezwigzanych wyniesie 100-200. Oblicza¢ grupe gtéwna plemnikéw
ruchliwych (zwigzanych lub niezwigzanych) do czasu zliczenia 100 plemnikéw lub
100 kwadratéw siateczki. Natychmiast obliczy¢ drugq grupe plemnikéw ruchliwych
w tej samej liczbie kwadratow siateczki.
Nie zawsze jest mozliwe znalezienie 100 ruchliwych plemnikéw w prébce nasienia;
w szczeg6lnosci ma to miejsce w przypadku probek oligospermicznych.

5. Obliczy¢ procent nasienia zwiazanego z kwasem hialuronowym.

Procent nasienia zwigzanego z kwasem hialuronowym jest obliczany w nastepujacy sposob:
ruchliwe plemniki zwigzane

9% plemnikw zwigzanych =100 X
ruchliwe plemniki zwigzane + ruchliwe plemniki

niezwigzane
Przykfad:

Otrzymano liczbe 89 ruchliwych niezwiazanych plemnikéw, zliczajac 100 kwadratéw
siateczki. Natychmiast po tym zliczono 27 plemnikow ruchliwych zwigzanych
w 100 kwadratach siateczki.
27 ruchliwych p
27 ruchliwych plemnikow zwigzanych + 89 ruchliwych
plemnikow niezwiqzanych

ow zwigzanych

239% plemnikow zwigzanych =100 X

Precyzja analizy:
Precyzja oznaczenia jest zwigzana z liczbg zliczonych plemnikow. Im wiecej zliczonych
plemnikéw, tym nizsza wariangja. Zaleca sie zliczenie przynajmniej 100 ruchliwych
plemnikéw; wyniki uwaza sie za akceptowalne, gdy zliczonych zostanie przynajmniej
30 ruchliwych plemnikow.
W badaniu dotyczacym zmiennosci wsrdd trzech partii wyprodukowanych plytek
i pomiedzy nimi, powtarzano oznaczenia pojedynczych probek nasienia na ptytkach
testowych. W przypadku prawidtowego nasienia zliczajac w przyblizeniu 196 plemnikow
na oznaczenie, otrzymano wyniki (Srednie (% zwiazanych plemnikéw)/CV (%)/i liczbe
powtorzen) (86,9, 85,5, 85,074, 5,4/20, 10, 10). W przypadku nasienia nieprawidtowego,
permiczneqo, zliczajac w przyblizeniu 41 plemnikéw, otrzymano wyniki: (59,0, 55,8,
58, 4/18 34,17/20,10,10).
Kontrola jakosci:
Swieze dojrzate nasienie moze by¢ uzyte do przedstawienia reakgji wiazania plemnikéw
z kwasem hialuronowym; jednakze nie s dostepne w handlu probki kontrolne $wiezego
nasienia. Zaleca sie uzytkownikom stworzenie wiasnych Zrodet Swiezego kontrolnego
nasienia oraz opracowanie p j historii prawidt ych wynikow
oznaczen HBA®.
Reakcja wigzania plemnikéw z kwasem hialuronowym nie ulega zmianie na skutek
zamrazania i rozmrazania nasienia (16, 20, 25). Podobnie nasienie przetworzone metoda
,swim up” albo odwi w gradiencie p Wwigze sie z kwasem hialuronowym.
Oczekiwane wyniki:
Procent nasienia zwigzanego z kwasem hialuronowym waha sie zasadniczo w granicach od
zerado 100%. W badaniu 157 probek nasienia pochodzacych od pacjentow z rozpoznaniem
podejrzenia nieptodnosci w ponad pofowie probek wykazano sredni wynik zwiazania HBA®
rowny 93 £2,6%. Mniej niz potowa cechowata si¢ wynikami wiazania plemnikow HBA® od
88% do zera, Srednia wyniosta 70 £18%. W przypadku okoto 1% tych probek nie wykazano
wykrywalnego wigzania z kwasem hialuronowym.
Przygotowanie nasienia (metoda ,swim up’, odwirowane w gradiencie) mogq zmieni¢
proporcje plemnikéw zwigzanych z KH w probce nasienia.
Ograniczenia i rozwiazywanie problemoéw:
Uzywac tylko $wiezego nasienia, nie pézniej niz 3 godziny od pobrania.

ych i niep

Probka powinna umozliwi¢ zliczenie przynajmniej 30 ruchliwych plemnikéw. Jezeli
w siateczce widocznych jest mniej niz 30 plemnikow, nalezy zainstalowa¢ wizjer

Tabell 2
Betydning av HBA™-telling for Morfologi

Studiested N | Sensitivitet | Spesifisitet | Positiv forutsigbar verdi p=
Pennsylvania | 50 43,2 76,9 84,2 0,198 (NS)

PA-r° 50 513 90,9 95,2 0,012

California__| 52 54,2 78,6 68,4 0,015 —
Conneticut | 55 26,5 100 100 0,01

Kombinert | 157 40,0 85,5 80,9 0,001

OStedsdata kalkulert pa nytt med grenseverdier pa <5 % for morfologi og <80 % for HBA®.

Symboldefinisjoner

pu lub zlicza¢ kolejne rozne pola ogladane pod mikroskopem, aby umozliwic
badanie obszaru wystarczajacego do zliczenie 30 ruchliwych plemnikéw (zwiazanych
i niezwiazanych). Ewentualnie mozna zatezyc probke i ponownie zbadac koncentrat.
Zawsze nalezy sie upewnic, ze umieszczono prébke na powleczonej stronie plytki. Strona
powleczona znajduje sie w pozycji do géry, gdy mozna tatwo odczytac ,HYDAK® HBA".
Umieszczenie nasienia i szkietka nakrywkowego na stronie niepowleczonej da obraz braku
zwiazania nasienia lub, w przypadku zbyt mocnego docisniecia szkietka, plemniki moga
wygladac na nieruchliwe.

Gdy obserwuje sie brak zwiazania, nalezy powtdrzyc oznaczenie na innej plytce,
aby potwierdzi¢ wynik.

Moga wystepowac wadliwe szkietka nakrywkowe, w ktdrych siateczke wyryto na gorze
szkietka, a nie na stronie przeznaczonej do kontaktu z probka. W takim przypadku nalezy
powtdrzy¢ oznaczenie z nowym szkietkiem nakrywkowym. W celu wymiany nalezy
skontaktowac sie z dystrybutorem.

Jezeli pecherzyk powietrza zaburza zliczenia w obrebie siateczki zliczen, nalezy powtérzy¢
oznaczenie z nowa komorg i pokrywa.

ZInaczenie wynikow:

Niski wynik HBA® odzwierciedla niski odsetek dojrzatych plemnikéw w nasieniu i oznacza

Skal ikke steriliseres |~ Sterilisering med Ovre Engangsbruk, skal
pa nytt straling p (] ikke gjenbruk
@ /]r 3°C ®
Oppbevares tort Se Bruksanvisning Produsent Referansenummer
Distributer Kun profesjonell bruk Mengde Lotnummer
@-ﬁ Rx Only sl
Referansenummer | Skal ikke brukes hvis Brukes for Revisj
merke emballasjen er skadet g

Spermier som ikke kan bindes til hyaluronan, deler mange aspekter ved
de holder igjen cytoplasma og histoner (9), de viser en stgrre hyppighet av avvikende

@

ieptod plemniki zwiazane z kwasem hialuronowym s3 wiasciwe
wzakresm|nterakq|zoocy1em|SW|adczqowysok|eJ integralnosci genomu (11,14, 21, 24),
co poprawia jakos¢ wktadu ojca do zygoty. Zwiazanie z kwasem hialuronowym rozréznia
wysoka i niska integralnos¢ funkcjonalng oraz zdolnos¢ plemnikow do zaptodnienia.

a0 dcido hialurdnico) estd indicado para utilizagdo enquanto componente de:

1. analise padrao de sémen no diagndstico de suspeita de infertilidade masculina.

2. andlises para determinar o curso correcto do tratamento da infertilidade IVF.
Resumo:

Na fertilizagdo natural, os espermatozéides ligam-se ao dcido hialurdnico, o principal
componente da matriz do cumulus oophorus; os espermatozoides imaturos nao se ligam
(3,9,13,14,19,21).

0s espermatozdides também se ligam ao &cido hialurénico agregado a um suporte (9, 10),
como é o caso das lamelas revestidas com cido hialurénico que compdem o kit HBA®.
Vistos a0 microscopio, os espermatozdides ligados diferenciam-se dos espermatozdides
nao ligados pelo facto de ap caudas em sem que as suas cabegas
facam movimento progressivo.

A ligacdo ao dacido hialurdnico indica a conclusdo bem sucedida dos eventos
esper éticos mediados pela proteina “chap " HspA2 (1, 2, 8). Na auséncia da
proteina “chaperone’, podem ocorrer défices na meiose, reparagao do ADN, ligacdo ao acido
hialurénico e noutros passos da maturacao dos espermatozides.

0Os espermatozdides incapazes de se ligarem ao &cido hialurdnico partilham muitos
aspectos de imaturidade: retém citoplasma e histonas (9), apresentam uma frequéncia
mais elevada de morfologia aberrante (18, 22, 23) e tém uma integridade genomica mais

sendo aproximad; 80%; Tabela 1.
Tabela 1
Interpretacéo dos resultados da classificacdo HBA"
Classificacdo HBA" (% de ligagdo) Interpretacao
>80 % de ligacdo Maturidade normal e funcdo fisioldgica
<80 % de ligacio Maturidade diminuida e funcao fisioldgica

Caracteristicas do desempenho:
Foi realizado um estudo comparativo entre os resultados da classificacdio HBA®
e a morfologia normal dos espermatozdides (critérios rigorosos) com amostras de
sémen de trés | de IVF ou de andrologia em trés estados norte-americanos
(Connecticut, California e Pensilvania), com pacientes que se apresentavam para um
diagnostico de suspeita de infertilidade. Foram obtidas pelo menos 50 amostras de cada
local, e o teste HBA® foi realizado localmente de acordo com as respectivas Instrugdes de
utilizacao. As lamelas de morfologia foram preparadas no local e enviadas a um laboratdrio
central onde foram registadas por um s6 leitor.
0s dados foram analisados por uma tabela de contingéncia com dois sentidos utilizando
morfologia (classificada como subfértil se <5% da morfologia normal, caso contrario
fértil (4, 5,15, 17)) e dlassificacao HBA® (classificada como subfértil se <80% da ligacdo,
caso contrario fértil). A importancia foi testada com a estatistica chi-quadrado de Pearson
utilizando o software SPSS para o Windows. A anlise demonstrou que a classificacao HBA®
esteve relacionada significativamente com a morfologia para dados dos dados combinados
(nos trés locais); ver a Tabela 2.
0s dados combinados apresentaram uma boa especificidade e valores preditivos positivos,
embora a sensibilidade tenha sido de apenas 40%. Logo, com um valor limite de <80%
da ligacdo, o teste HBA® detecta menos de metade das amostras de sémen com uma
morfologia verdadeiramente baixa, mas entre aquelas detectadas como tendo uma
classificacao de HBA® baixa ha uma sélida predicao (>80%) de fraca morfologia.

Tabela 2

baixa do que os espermatozdides que se ligam ao acido hialuronico — estes tém muito Importancia da classificacéo HBA" em relagdo a morfologia

menos lacunas do ADN de cadeira (inica do que os espermatozéides que ndo se ligam Local do - N - -

(24) e uma frequéncia 4 a 6 vezes mais baixg de aneuf)loidias cromosqsémicas (10,g11]. estudo N | Sensibilidade | Especifiidade | Valor preditivo positivo P=
Amotilidade dos espermatozdides é estimulada pela ligagao ao dcido hialuronico (6, 7, 14). PA 50 43,2 76,9 84,2 0,198 (NS)
Assim, a capacidade de ligacdo ao acido hialurénico designa um espt 6ide maturo PA-r® 50 513 90,9 95,2 0,012

e a proporcao de espermatozéides maturos indica a idade dos esp: Gid (A 52 54, 78,6 68,4 0,015
numa amostra de sémen. aT 55 26,5 100 100 0,01
Alamela HBA®: Combinado | 157 40,0 85,5 80,9 0,001

A lamela HBA® tem duas camaras de teste revestidas com écido hialurdnico idénticas.

Contando os numeros de espermatozdides dotados de motilidade ligados e nao

ligados numa drea comum, a proporcao de espermatozdides passiveis de ligacdo pode

ser calculada.

Colheita e preparacao de amostras:

0 sémen deve ser obtido através de masturbacao, preferencialmente apds 2 a 3 dias de

abstinéncia, sendo recolhido num recipiente limpo e seco. Conserve-o a temperatura de

20-28 °C durante 30 minutos para se liquefazer. As amostras que permanecam viscosas

apds 30 minutos podem ser diluidas num volume igual de um meio de diluicéo de esperma,

como Fluido tubarico humano (HTF). Realize o teste na amostra de sémen no periodo de

3 horas apés a recolha.

Avisos e precaugoes:

1. 0 sémen é um fluido perigoso, devendo ser e usando ap
as precaucdes normais para materiais infecciosos e que apresentem perigo bioldgico.
Utilize luvas, protecgdo ocular e uma bata de laboratdrio. Desinfecte todos os residuos
e elimine-os num recipiente bioldgico.

2. Nao utilize as lamelas HBA® para seleccionar espermatozdides para ICSI ou IVF! As lamelas

9 [ fio

ndoestdo e fas, contém e podem ser Aaquisicio deste
kit ndio permite a seleccdo de espermatozdides em lamelas HBA®.
Armazenamento:

As lamelas HBA® devem ser armazenadas num ambiente limpo e seco a 20-28 °C.
Realizar o teste:

Materiais Materiais nao facultados:

facultados:

Lamelas HBA®  Microscopio com ampliaco de 400x

Tampas Tubos de teste com tampas, descartaveis e esterilizados

Instrucdes de Dispositivo de contagem mecénica

utilizagéo do Fluido tubérico humano (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA)
produto ou outro diluente de esperma aceitavel com >0,50 mg/ml de proteina

Luvas de manuseamento de amostras descartaveis
Temporizador/relégio

Pipeta para administrar 2-10 pL, pontas de pipeta descartaveis
Area de delimitagao de reticulo de microscopio

Procedimento passo-a-passo:

1. Realize 0 ensaio a 20-30°C.

2. Encha uma cimara de teste com sémen.

Imediatamente antes da utilizacao, misture a amostra e pipete uma gota com 7-10 pL.
de volume no centro na camara de teste.

3. Cologue imediatamente a tampa da lamela: evite fechar bolhas de ar na lamela.
Atampa da lamela apresenta uma grelha de 100 quadrados, de 0,1 por 0,1 mm, dentro
de um circulo de visualizacao. Coloque a tampa da lamela com o circulo para cima. Para
evitar criar bolhas de ar, realize o seguinte procedimento: faca uma das extremidades
datampa da lamela entrar em contacto com a extremidade da cdmara, de forma a criar
um angulo semelhante a uma dobradica (Figura 1); baixe lentamente a extremidade
oposta da tampa, fechando a dobradica — quando a tampa estiver proxima da lamela,
ird entrar em contacto com a gota de amostra (Figura 2); continue a baixar a tampa
sem a soltar; largue a tampa quando o circulo estiver completamente tapado com
aamostra (Figura 3); por fim, centre o circulo na cimara.

Figura 1: Faca a tampa entrar em contacto com a lamela:
Figura 2: Faca a tampa entrar em contacto com a amostra:
Figura 3: Tampa colocada:

4. Incube a cimara durante pelo menos 10 minutos e ndo mais de 20 minutos. Conte
0s espermatozdides nao ligados dotados de motilidade e os espermatozéides ligados
dotados de motilidade no mesmo niimero de quadrados da grelha (drea).

Em 10 minutos, todos os espermatozéides entram em contacto com e ligam-se
a camada de dcido hialuronico imobilizada. Passados 20 minutos, os espermatozdides
fracos dotados de motilidade podem comecar a perder motilidade.

0s espermatozdides dotados de motilidade ligados param o movimento progressivo
mas mantém o batimento activo das caudas. Os espermatozides mortos e sem
motilidade ndo apresentam movimento das caudas. Os espermatozéides dotados de
motilidade ndo ligados nadam sem restrigdes.

A boa precisdo de teste ¢ alcancada quando a soma de espermatozdides dotados de
motilidade ligados e ndo ligados equivale a 100-200. Conte a classe predominante
de espermatozdides dotados de motilidade (ligados ou no ligados) até que tenham
sido contados pelo menos 100 espermatozéides ou 100 quadrados da grelha. Conte
imediatamente a outra classe de espermatozdides dotados de motilidade no mesmo
niimero de quadrados de grelha.

Nao serd sempre possivel encontrar 100 espermatozéides dotados de motilidade numa
amostra de sémen, particularmente em amostras oligospérmicas.

0ODados do local calculados novamente com valores limite de <5% para a morfologia
e <80% para HBA®.
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Domeniu de utilizare:

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (test de fixare a spermatozoizilor la acidul
hialuronic) este indicat pentru utilizarea drept componenta a:

1. analizei standard a spermei pentru diagnosticarea infertilitatii suspectate la barbati.
2. analizelor pentru stabilirea evolutiei corespunzatoare a tratamentului FIV pentru infertilitate.
Cuprins:

Tn procesul natural de fecundare, spermatozoizii maturi se leaga la acidul hialuronic,
componenta principala a matricei cumulus oophorus; spermatozoizii imaturi nu se leaga
(3,9,13,14,19,21).

Spermatozoizii maturi se leaga si la acidul hialuronic fixat chimic la un suport (9, 10),
cum ar fi lamelele de sticla acoperite cu acid hialuronic care compun setul HBA®. Vazuti
la microscop, spermatozoizii legati se deosebesc de cei nelegati prin faptul ca flagelurile
continud sa se miste in timp ce capetele raman imobile.

Legarea la acidul hialuronic indica Cu succes a eveni iogenice
mediate de proteina chaperone HspA2 (1, 2, 8). In absenta proteinei chaperone pot apdrea
deficite in meiozd, o reparare a ADN-ului, legarea la acidul hialuronic si alte etape din
maturarea spermatozoizilor.

Spermatozoizii incapabili de a se lega la acidul hialuronic au in comun mai multe aspecte
ale imaturitatii: acestea pastreaza citoplasma si histonele (9), prezintd mai frecvent
o morfologie anormald (18, 22, 23) si au o integritate genomicd mai scizuta decat
spermatozoizii care se leagd la acidul hialuronic (acestia au mult mai putine rupturi
monocatenare ale ADN-ului dect cei care nu se leaga (24) si o frecventd de 4-6 ori
mai redusa a aneuploidiilor cromozomiale (10, 11)). Mobilitatea spermatozoizilor este
stimulata prin legare la acidul hialuronic (6, 7, 14). Prin urmare, capacitatea de a se lega la
acidul hialuronic indic faptul ca sper ii sunt maturi, iar proportia de spermatozoizi
maturi indica maturitatea spermatozoizilor dintr-un esantion de sperma.

PN |

1/15/2015 3:20:50 PM ‘ ‘



Lamela HBA®:

Lamela HBA® are doua compartimente de testare identice acoperite cu acid hialuronic. Prin
numérarea spermatozoizilor mobili legati si nelegati dintr-o zona comuné se poate calcula
proportia de spermatozoizi care se leagd.

Prel si pregatirea p
Sperma trebuie sa fie obtinuta prin masturbare, preferabil dupa 2-3 zile de abstinenta, si
colectatd intr-un recipient curat si uscat. Aceasta se va pastra la 20-28 °C timp de 30 de
minute, pentru a se lichefia. Esantioanele care riman vascoase dupa 30 de minute pot fi
diluateintr-o cantitate egald de agent de diluare a spermei, de exemplu, Human Tubal Fluid
(HTF). Efectuati testul asupra probei de sperma intr-un interval de 3 ore de la prelevare.

Avertismente si masuri de precautie:

Tabelul 2
Semnificatia scorului HBA" pentru morfologie

éjen;tt?jtde.z N [Sensibilitate | Specificitate Valoa;z;?trievdélctwa p=
PA 50 432 769 842 0,198 (NS)

PA-I* | 50 513 909 95,2 0,012

A 52 54,2 78,6 68,4 0,015

a 55 26,5 100 100 0,01

Combinate | 157 40,0 85,5 80,9 0,001

ODatele unitatilor recalculate cu limite de <5% pentru morfologie si <80% pentru HBA®.
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deseurile si aruncati-le intr-un container pentru substante care constituie pericol biologic.
2. Nu folositi lamelele HBA® pentru a selecta spermatozoizi pentru ICSI sau FIV! Lamelele nu D;i] Rx On |y ®
sunt sterile, ele contin endotoxine care pot fi toxice pentru embrion. Achizifi acestui
set nu permite selectarea spermatozoizilor pe lamele HBA®. Ase mentuje uscat | Anuseresteriliza Producétor Numér de referintd
Depozitare: - ‘
Lamelele HBA® trebuie sa fie depozitate intr-un mediu curat, uscat, la 20-28 °C.
Efectuarea testului: Distribuitor Ase folosi inainte de (antitate
Materiale furnizate: Materiale nefurnizate: [E=2 ]
Lamele HBA® Microscop cu grosisment 400x @5 g
Lamele de acoperire  Tuburi de test cu capa, sterile, de unicé folosinta
Instructiunile de Dispozitiv mecanic de numarare Numar de referinta Anusefolosidacd | Limita detemperaturéd | Numér de revizie
utilizare ale produsului Human tubal fluid (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA) etichetd ambalajul este deteriorat|  superioard eticheta
sau alt diluant pentru sperma adecvat continand >0,50 mg 3500
proteind/ml I
Ménusi de unica folosinta pentru | ioanel
Cronometru/ceas Un certificat de analiza |~ Nepirogen (sub Nu este citotoxic: |Reprezentant autorizat
Pipeta pentru distribuirea a 2-10 pl, vrfuri pentru pipete specific lotului este | 1 unitate de endotoxine | testat pe 1 celuld de|  in Comunitatea
de gni(é fulosin;z_ﬁ _ disponibil la cerere per dispozitiv) embrion de soarece Europeand
Reticul pentru microscop delimitdnd zona @“})) - m
Procedura pe etape:

1. Efectuati testul la 20-30 °C.
2. Incércati un compartiment de testare cu sperma.
Imediat inainte de utilizare, amestecati esantionul si turnati cu pipeta o picatura
de 7-10 pl in centrul compartimentului de testare.
3. Asezati imediat lamela de acoperire: evitati formarea bulelor de aer.
Lamela de acoperire dispune de o grila cu 100 de patrate de 0,1 x 0,1 mm, cuprinse
intr-un cerc de observatie. Asezati lamela de acoperire cu cercul orientat in sus. Evitati
formarea bulelor de aer prin punerea in contact a unui capat al lamelei de acoperire
cu capatul compartimentului, formand un unghi asemenea bratelor unei articulatii
(Figura 1); coboréti incet capatul opus al lamelei de acoperire, inchizand articulatia —
atunci cand lamela de acoperire este foarte aproape de lamela cu esantionul,
aceasta va intra in contact cu picatura de esantion (Figura 2); continuati sa coborati
lamela de acoperire fard a-i da drumul; eliberati lamela de acoperire atunci cand
cercul este complet acoperit cu esantion (Figura 3); in final, centrati cercul deasupra
compartimentului.
Figura1
Punetiin contact lamela
de acoperire cu lamela
Cu esantion:
Figura 2
Puneti in contact lamela de
acoperire cu esantionul:

Figura3
Lamela de acoperire asezata:

4. Incubati compartimentul timp de cel putin 10 minute, dar nu mai mult de 20 de
minute. Numarati spermatozoizii mobili nelegati si spermatozoizii mobili legati din
acelasi numar de pétrate (zone) de pe grila.

Tn 10 minute toti spermatozoizii vor intra in contact cu si se vor lega la stratul de acid
hialuronic imobilizat. Dupa 20 de minute, spermatozoizii mobili slabi ar putea incepe

MoxHo Mcnonb30BaTh TONbKO CBEXYHo Clepmy, nontyyerHyio He Gonee 3 yacoB Haag.

B 06pasLie HyxHO 06HapywTb N0 il mepe 30 nep Ecn
HacuuTaHo MeHblue 30 CrepmueB, yCTaHOBUTE Ha MUKPOCKOM BU3UPHOE MepekpecTie
11 NPOBEPLTE 0/HO 33 O/HUM Apyrue NOAA 3peHNa, 4TObI NOKPbITH 10CTaTOuHYI0 06NaCTb
AnA o6Hapyxerus 30 NOABINKHbIX cnepmues (Kak CBA3aHHbIX, Tak I HECBA3aHHbIX).
Takxe MOXHO b KOHLIEHTpUP o6pasuan PHbIVi €10 aHanu3.
Bcerna npoBepsiite To, uTo 06pa3eL| HaHeCeH Ha YacTb NPeAMETHOrO CTeKNa, MOKPLITY0
TK. Ecnu vacTb, nokpbitas [K, HanpaBneHa BBepx, ueTko BuaHa Haanucb «<HYDAK® HBA».
Mpy HaHeceHun cnef 1 MOKp 0 CTeKna Ha Yi0 YacTb npefMeTHoro
CTeKNa CNIOXWTCA BrieyatnieHue, YTo CnepMum He (BA3bIBaKOTCA. ECnn nokpoBHoe cTekno
NPUAABHTL CULLKOM CUNIbHO, CNEPMUM MOTYT NOKa3aTbcA HeNoABIKHbIMM.

Eam ¢ He A, puTe aHanu3 3Toro e obpasua
Ha pYrom nNpeMeTHOM CTeKne, YUTo6bl IOATBEPAUTD Pe3ynbTaThl

B penkwx cnyyasx Bo3amoxeH JedeKT MOKPOBHOTO CTeKna, KOrAa ceTka pacrnonoxeHa
BepXy MNOKPOBHOTO CTEKNa, a He Ha CTOPOHe, KOHTaKTUpytoLLieii ¢ obpa3uiom. Ecnm Takoit
ZedekT 06Hapy)KeH, MOBTOPUTE aHaNM3 C HOBbIM MOKPOBHbIM CTeKNoM. (BAXUTeCH
C NOCTABLUNKOM AANA 3aMeHbl IeGeKTHbIX CTeKOA.

Ecau ny3bipek Bo3ayxa He NM03BONAET MOACYUTATb CIEPMUN B CETKE, NOBTOPUTE aHanu3
B HOBOIi Kamepe, 1CnoNib3yA HOBOE MOKPOBHOE CTEK0.

[locToBepHOCTb pe3ynbTaToB

Hu3kuit noka3atens HBA® oTpaxkaeT HU3KWii NPOLIEHT 3penbix cnepmiues, yto ABNAETCA
OfHUM U3 npegpacnonaratowux daktopos Gecnnopua. Cnepmun, easbiBatowme K,
CnocobHbl K B3aUMOAEICTBUIO C OBOLUTOM W I BbICOKYI0 y
uenoctHocts (11, 14, 21, 24); Takue cnepmun NpefoCTaBAAIOT Gonee KauecTBEHHbIN

Russian/Pycckuin

Esponeiickuit natent N 1056336 DBP/69924472.2

WHcrpy no n HBA®Sp Binding Assay (Ananu3 Ha
a C yp it kucnoroit HBA®)

www.hba-picsi.com

N nyc HBA“’ Sperm-Hyall Binding
Assay (Ananus Ha Cnepmues C ruanyp ii kucnotoit HBA®)
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Ten.: +434-979-4000
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ana dopmuy 3urotbl. CMOCOBHOCTb K CBA3bIBaHMIO [K accouumposana
« Tavam XapaKTepUCTUKAMU CNEpMI, Kak HU3KaA WM BbICOKAA QYHKLMOHANbHasA
LIeNOCTHOCTb, @ TaKiKe NOTEHLIMAN GepTUbHOCTH.

C TOYKM 3peHUA MPOTHO3MPOBaHNA GEPTUNLHOCTU HeoBA3aTeNbHO, UTOBbI Bee cnepmun
6blnv cnocobHbl (BA3bIBaTL K; ANA BbICOKOIN BEPOATHOCTY OMNOAOTBOPeHMA TpebyeTca,

yT06bl MMENCA MWL J]O(THTO‘JHI)IVI MPOLEHT TaknX Cnepmues. CB}BbIBa}OLI.lﬂﬂ (I'I0(06HOCTI),

Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com (Co e
KoponeBctso), dakc: +44 161903 9787
HasHauenue

I it kucnotoit HBA®  agnaetca

AHanu3 Ha [¢ ¢ rvanyp
OM CleflyloLLIX MCC :
1. CTaHAapTHbI aHaNu3 Clepmbl B PaMKax AUarHoCTUKY MyXcKoro becnniogus;
2. ouewKa ageksaTHocTu nposepenus KO (3kcTpakopnof 0 peHus)
B PaMKaX NleueHus 6ecnnoaus.
(BoaHas MHdopmauua

il ypoBeHb, Bep He LUIAHCbI I
Auanm HBA auddeperuupyet 06pasupl cnepmbl No GepTunbHOCTY Ha 0CHOBE KoppenaLuii
¢ Mopdonorveit  HopmanbHbIx  cnepmues. [pubnusnTenbhblii - nokasatens HBA,
CBUAETENbCTBYHOLLNIA O GepTunbHOCTH, coctasnaet 80 %. (. Tabnuuy 1.

Ta6nuua 1

HBA” — uHTepnpeTauma pesynbTaTos aHanusa
Mokasarens HBA

(% cBA3bIBAHNS)
>80%c Hop 3penoctb U ¢ nyeckan GyHKUMA

< 80 % cBA3bIBaHNA HezjocTatouble 3penoctb i gusnonoruyeckan Gykiua

WHTepnpetayua

Mpu ecTecTBEHHOM ONAOAOTBOPEHNUN 3PeNblii CNepmuii A C ruanyp
Kkuenortoit (TK) — ocHOBHbIM KOMMOHEHTOM MaTpukca cumulus oophorous (ilueBoro
6yropka); cBA3biBaHue He3penbix cnepmiues ¢ MK He npoucxoput (3,9, 13, 14,19, 21).
3penble CMepMUu Take (BA3bIBAKOTCA C TMaNypOHOBOI KUCTOTOM, XUMUYECKM
NPUKPENNeHHO! K WCKYCCTBEHHOI (9, 10); npumepom TaKoit

ABNAETCA NOKPBITOE FUANYPOHOBO KUCOTON NPEAMETHOE CTEKNO, BXOAALLEe B KOMMAEKT
HBA®. (BA3aHHble CMEPMUM MOXHO OTAMYMTL OT HECBA3AHHBIX MPU MUKPOCKOMUN:
CBA3aHHDII CMEPMUiA OTANYAET bueHNe XryTuka, OJHaKO ero rooBka He CoBepLuaet
MIOCTYNATeNbHbIX ABWKEHUI.

¢ ¢ manyp i Kucnotoit T Ha ycrelHoe 3aBeplueHie
cney €He3a, onocp 6Benkom D HspA2 (1, 2, 8). B otcyTcTBIUM
LuanepoHa MoryT NPOUCXOANTb penar JIHK, ¢ cruanyp i KNCNOTON,

MpoBepka JocToBEpPHOCTH MeToAA

MpoBefieHo  uccnefoBaHne, B KOTOPOM COMOCTaBAANWCH ~Pe3ynbTaTbl aHanu3a
HBA® ¢ mopdonoruueckumu cnep (ecTkue
Kputepun). B uccnenoBakum ucnonb3oBanucs oﬁpasum 3 Tpex nabopatopuii JKO unm
aHpponornyeckux nabopatopuii u3 Tpex wrato — KoektukyT (CT), Kanudophua
(CA) u NencunbBanma (PA). 06pasubl 3abupanucb y MauMeHToB C MpeAnonaraembim
Iuardosom Gecnnopua. B Kaxaom LeHTpe y 50 obp
AHanu3 HBA® BbINONHANCA B COOTBETCTBUN C MHCTPYKLMel Mo npumeHeHmnto HBA®.
Mopdonoruyeckve mvKponpenaparb NOArOTaBMUBANUCL HA MecTe W OTMPaBAAMUCH
B L|eHTPanbHOE yupex/ieniue, e BbiNOMHANACH VX OLieHKa OfHUM 3KCepTom.

Névod na pouZitie Mechanické pocitacie zariadenie

produktu Tekutina z fudskych vajickovodov (HTF, Irvine Scientific, Santa
Ana, CA) alebo iny vhodny roztok na riedenie spermif obsahujuci
>0,50 mg/ml proteinov
Rukavice na manipuldciu so vzorkami urcené na jedno pouZitie
Stopky/hodinky
Pipeta schopnd pipetovat 2 — 10 L, pipetovacie $picky na jedno
pouZitie
Okularovy mikrometer ohranicujtci oblast

Podrobny postup:

1. Test vykonévajte pri teplote 20 — 30 °C.

2. Napliite testovaciu komorku semenom.
Bezprostredne pred pouzitim vzorku premiesajte a naneste pipetou kvapku s objemom
7—-10 pL na stred testovacej komorky.

3. Okamzite nasadte krycie sklicko: zabrarite vzniku vzduchovych bublin.
Na krycom sklicku je v pozorovacom krizku mriezka so 100 Stvorcami s rozmermi
0,1 x 0,1 mm. Krycie sklicko nasadte tak, aby bol krizok hore. Vzniku vzduchovych
bublin zabranite tak, Ze prilozite jeden okraj krycieho sklicka na okraj komarky, ¢im sa
vytvori uhol podobny ramendm pantov (obrazok ¢. 1). Pomaly spustajte opacny okraj
krycieho sklitka, akoby ste zatvarali panty. Ked'sa krycie sklicko pribliZi k podloznému
sklicku, dotkne sa kvapky vzorky (obrazok ¢. 2). Pokracujte v spustant krycieho sklicka
bez toho, aby ste ho pustili. Pustite ho az vtedy, ked' je krizok kompletne vyplneny
vzorkou (obrézok ¢. 3). Nakoniec vycentrujte krizok nad komarkou.
Obrazok ¢. 1: Dotknite sa krycim sklickom podlozného:
Obrazok ¢. 2: Dotknite sa krycim sklickom vzorky:
Obrazok ¢. 3: Ulozené krycie sklicko:

4. Komorku inkubujte najmenej 10 a nie viac ako 20 minit. Spoditajte naviazané
a nenaviazané pohyblivé spermie v rovnakom potte Stvorcov mriezky (oblasti).
Po 10 mindtach sa v3etky spermie dostanti do kontaktu a naviazu na imobilizovani
hyaluronovti vrstvu. Po 20 minttach mézu spermie so slabou pohyblivostou zacat
strécat pohyblivost.
Naviazané pohyblivé spermie sa prestanti pohybovat vpred, ale zachovaji si aktivny
pohyb bicika. Mftve a nepohyblivé spermie nepohybuju bicikom. Spermie, ktoré sa
neviazu, volne plavaji.
Dobra presnost testu sa dosiahne, ak je sticet naviazanych a nenaviazanych pohyblivych
spermii medzi 100 a 200. Pocitajte prevazujici typ (naviazané alebo nenaviazané)
pohyblivych spermii, kym nenapocitate aspori 100 spermii alebo 100 Stvorcov mriezky.
Hned' potom spocitajte druhy typ pohyblivych spermii v rovnakom pocte Stvorcov
mriezky.
Nie vidy bude moiné vo vzorke ndjst 100 pohyblivjch spermii, hlavne
u oligospermickych vzoriek.

5. Vlypoitajte percento spermii viazucich sa na hyaluronan.
Percento spermii viazucich sa na hyaluronanovi vrstvu sa vypocita takto:

96 naviazanich =100 x naviazané pohyblivé spermie
naviazané pohyblivé spermie + nenaviazané pohyblivé spermie

Priklad:
Po spocitani 100 Stvorcov mriezky bolo napocitanych 89 nenaviazanych pohyblivych
spermii. Hned' potom bolo v 100 Stvorcoch mriezky napocitanych 27 naviazanjch
pohyblivych spermii.
23 9% naviazanjch = 100 27 naviazanych pohyblivych spermii
27 naviazanych pohyblivych spermii + 89 nenaviazanych
pohyblivych spermif

Presnost testu:

Presnost testu svisi s tym, kolko spermii bolo spocitanjich. Cim viac spermii je spotitanych,
tym je nizsia variancia. Pokial mozno, spocitajte celkovo aspon 100 pohyblivych spermii.
Vysledky st akceptovatelné, ak spocitate celkovo aspori 30 pohyblivych spermii.

V stadii variability sklicok v ramci vyrobnej Sarze a medzi tromi vyrobnymi Sarzami
boli testované vzorky spermii na replikdtoch testovacich sklicok. U normalnej vzorky,
pri spocitani priblizne 196 spermii v jednom replikate, boli vysledky (priemery
(% naviazanych)/koeficienty variancie (%, CV)/pocty replikitov) takéto: (86,9, 85,5,
85,0/4,5,4/20,10, 10). U abnormélnej, oligospermickej vzorky, pri spocitani priblizne 41
spermii v jednom replikate, boli vysledky takéto: (59,0, 55,8, 58,4/ 18, 34,17/ 20, 10, 10).
Kontrola kvality:

Na overenie vazobnej reakcie medzi spermiami a hyaluronanom mozu byt pouzité
Cerstvé zrelé spermie. Cerstvé kontrolné semeno viak nie je komeréne dostupné.
Odporticame pouzivatelom, aby si zabezpecili vlastné zdroje erstvého kontrolného semena
avypracovali si stvisiacu historiu normélnych a abnormalnych vysledkov testov HBA®.
Vazobna reakcia medzi spermiami a hyaluronanom sa po zmrazeni a rozmrazeni spermii

®

Pooblasceni predstavnik za EU: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court,

Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com, Zdruzeno kraljestvo,

Faks: +44 161903 9787

Namen uporabe:

HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (preizkus vezave sperme na hialuronsko kislino)

je namenjen za uporabo kot sestavni del:

1. standardne analize sperme pri diagnozi suma na mosko neplodnost,

2. analize za dolocanje p ga poteka zdravljenja neplodnosti z IVF.

Povzetek:

Pri naravni oploditvi se zrele semencice vezejo na hialuronsko kislino, glavno sestavino

plasti cumulus oophorus, nezrele semencice pa se ne vezejo (3,9, 13,14, 19, 21).

Zrele semencice se prav tako vezejo na hialuronsko kislino, ki je kemicno nanesena

na podlago (9, 10), kot je stekelce v kompletu HBA®, na katero je nanesena hialuronska

kislina. Pri opazovanju pod mikroskopom, vezane semencice locimo od nevezanih po tem,
da vezane semencice intenzivno utripajo z repi, njihove glave pa ne kazejo progresivnega
gibanja.

Vezava na hialuronsko kislino oznacuje, da so se spermiogenetski dogodki uspesno

zakljudili s pomocjo beljakovine Saperon HspA2 (1, 2, 8). Ob odsotnosti Saperona se lahko

pojavijo primanjkljaji pri meiozi, popravljanju DNK, vezavi na hialuronsko kislino in drugih
dogodkih dozorevanja semencic.

Semencice, ki se niso sposobne vezati na hialuronsko kislino, izkazujejo Stevilne vidike

nedozorelosti: obdrZijo citoplazmo in histone (9), imajo visjo pogostost odklonske

morfologije (18, 22, 23) in imajo nizjo genomsko integriteto kot semencice, vezane na
hialuronsko kislino — vezane semencice imajo manj prekinitev enoverizne molekule DNA

kot nevezane (24) in 4- do 6-krat manjSo pogostost anevploidij kromosomov (10, 11).

Gibljivost semencic se spodbudi ob vezavi na hialuronsko kislino (6, 7, 14). Tako zmoznost

vezave na hialuronsko kislino oznacuje zrele semencice, delez zrelih semencic pa oznacuje

zrelost sperme v vzorcu sperme.

Stekelce HBA®:

Stekelce HBA® ima dva identiéna preizkusna prostorcka s hialuronsko kislino. Ce prestejemo

Stevilo gibljivih vezanih in nevezanih semencic v skupnem obmocju, lahko izracunamo

delez vezanih.

0dvzem in priprava vzorca:

Spermo je treba pridobiti z masturbacijo, najbolje 2—3 dni po abstinendi, in jo shraniti

v Cisti, suhi posodi. Za 30 minut jo dajte na 20-28 °C, da se utekocini. Vzorce, ki so po

30 minutah Se vedno viskozni, lahko razredcite v enaki kolicini sredstva za razredcevanje

sperme, kot je cloveska tubarna tekocina (Human Tubal Fluid — HTF). Preizkus opravite na

vzorcu sperme v 3 urah po odvzemu.

Opozorila in varnostni ukrepi:

1. Sperma je nevarna tekocina, zato je treba z njo rokovati in jo odstranjevati ob upostevanju
obicajnih varnostnih ukrepov za kuzne in biolosko nevarne materiale. Nosite rokavice,
zascito za oci in laboratorijski plasc. Vse odpadke dezinficirajte in jih odstranite v kos za
biolosko nevarne odpadke.

2. Stekelc HBA® ne uporabljajte za selekcioniranje semencic za ICSI ali IVF! Stekelca niso
sterilna, vsebujejo endotoksine in so lahko toksicna za zarodek. Nakup tega kompleta ne
dovoljuje selekcioniranja semencic na stekelcih HBA®.

Shranjevanje:

Stekelca HBA® je treba shranjevati na cistem in suhem mestu pri 20-28 °C.

Opravljanje preizkusa:

iali, ki niso p

v kompletu:

Stekelca HBA® Mikroskop s 400-kratno povecavo

Krovna stekelca Sterilne testne cevke za enkratno uporabo s pokrovckom

Navodila za uporabo  Mehanska naprava za stetje

izdelka Cloveska tubarna tekocina (Human Tubal Fluid — HTF, Irvine
Scientific, Santa Ana, Kalifornija) ali drugo ustrezno topilo sperme,
ki vsebuje >0,50 mg/mL beljakovin
Rokavice za enkratno uporabo za rokovanje z vzorcem
Stoparica/ura
Pipeta za 2-10 L, konice za enkratno uporabo za pipete
Okularni mikrometer za mikroskop

Postopek po korakih:
1. Preizkus opravite pri 20-30 °C.

2. Preizkusni prostorcek napolnite s spermo.
Tik pred uporabo vzorec premeSajte in pipetirajte kapljico (prostornine 7-10 pL) na

3 piarda din mobilitate ReQuuIT Mefiosa u Apyrite STansi cepmarorenesa. Ranwie ax b METOTOM ABJMEPHOT Ta6Tubl CTaTHCTANECKO CTPYKTYPS o many (16, 20, 25). Podobe ] spermie upravens technikou, swim up’ alebo pripraven stedino preizkusnega prostorcka.
L < ; Criepmui, HecnoCoBHble K CBA3LIBAHMIO C TUaNyPOHOBOI KCHOTON, UMeloT Cnedyloupte  13y4aeMoit BbiGopku ¢ ue M MOpGONOTUeckiX XapakTepuctuk (o6pasell di hyal ia 3l 3. Takoj namestite krovno stekelce — pri tem pazite, da ne zajamete zra¢nih mehurckov.
Spermatozoizii mobili legati vor inceta sa se deplaseze, dar flagelul lor va continua . ’ 6 ! nacad 4 KaK e i NpM Hannuun Mekee < 5 % MOpGOTOTYECKI na gradiente sa na hyaluronan viazu normalne. : - = — :
s se miste. Spermatozoizii morti i imobili nu vor prezenta miscari ale flagelului, ~ 16PTS! HESPENOCTH: COXPaRAIOT LATONNA3MY U TUCTOHbI (9), ofiHapyxueaior BbicoKyio Y P 5 P Ocakavané vysledky: Na kroynem stekelcu je mreza 10(_] kvadratkov (velikosti 0,1x 0,1 mm),As KFOQOTTJ a
Spermatozoizi mobili nelegati vor nota iber yactory abeppanTHoii moponoruu (18, 22, 23), umeior Gonee HUKyl T y cney B 00p Cnydae obpasel| CHMTanca Geprunbhbim (4, 5, Percento spermif ych na hyal sa pohybuje prakticky od nuly ai po gledanje. Krovno stekelce namestite tako, da krog gleda navzgor. Nastajanju zracnih
Se va obtine o precizie bund a testului daci suma dintre spermatozoizii mobili  LCnOCTHOCT, HeM CnepMilk, ¢ TK. Cnepmin, ¢ TK, umetor 15, 17), 3 Takke noasarenn HBA® (0Gpaseu knaccupuumuposanc Kkak Gecnomkbiit, 104 o0y Stagii 157 vzoriek semena od pacientoy, Ktori sa dostavili na diagnostiku pre mehurckov se izognite tako, da en rob krovnega stekelca pod kotom postavite na rob
L A < oin X . 3HauuTenbHo yncno YeUHbI [HK, vem Hed €CNIN NOKa3aTeNb (BA3bIBAHIA COCTaBAAN MeHee < 80 %; B 06paTHOM Cnyuae obpasel - : PR ok o ‘v rostorcka tako, da nastane nekakien tecaj (Slika 1). Nato pocasi spustite nasprotni
legati si cei mobili nelegati este intre 100-200. Numérati in categoria predominanta co . podozrenie na neplodnost vykazovala hornd polovica vzoriek priemerny vysledok testu p! ) J E p p p
(spermatozoizi mobillegat sau nelegati) cel putin 100 de spermatozoiz sau 100 de (24), a Takxe B 46 pa3 MeHblLylo YaCTOTY XPOMOCOMHbIX aHeynnouauii (10, 11). Mocne cumanca deprunbhbiM). [locToBepHOCTb  MpoBepeHa M0 KpUTepUio XU-KBAAPaT  pppe g3 £2,6 % naviazanjch spermii. Dolna polovica vykazovala hodnoty testu HBA® rob krovnega stekelca (tako da teaj zaprete). Ko je krovno stekelce cisto blizu
Strate de pe grls, Numarati mediat cealal categorie de spermatozozi mobli i BA3bIBaHUA ¢ [K npoucxopuT T ™ ¢ (6,7, 14). Takum  (kputepuii cornacust NupcoHa) C UCNoNb30BaHMeM NPOrpaMmHoro obecneyenus SPSS pohybuijtice sa od 88 % doo% navlazanych pricom pnemer bol 70 +18 %. Priblizne 1% predmetnega stekelca, se bo dotaknilo kapljice vzorca (Slika 2). Se naprej spuscajte
p: pe grila. q p 06pasom, cnoco6HOCTb BA3bIBATH K yKasbiBaeT Ha 3peNocTb CepMins; OTHOCHTeNbHOE  nan OC Windows. Awanu3 nokasan, uto nokasatens HBA® 3Hadumo Koppenpyer ¢ n K newyl b [ K tekelcei tite. K tekel tite Sele, ko ie ki |
acelasi numr de patrate. ) DTN C 3penocts 06pasia crepwbl ° d tychto vzoriek nev ( vizbuna rovno stekelce in ga ne spustite. Krovno stekelce spustite Sele, ko je krog popolnoma
Nuvafiintotdeauna posibil s3 identificati 100 d tozoizi mobiliintr- i P P P P pmbl. MOpQororueii Ansi CBOAHbIX AGHHbIX, NOY4EHHIX U3 BCEX TPEX LEHTPOB, M. TabAuLly 2. Priprava spermii (metédou ,swim up’, alebo na gradiente) moze zmenit pomer spermif prekrit z vzorcem (Slika 3). Na koncu nastavite stekelce tako, da je krog na sredini nad
P 1i1100 de spermatozoizi mobiliintr-un esantion e meroe crekno HBA® (BopHble aHHble oBHapyxuw duuHoCT> M audi d
de spermd, in special in esantioanele cu un numar mic de spermatozoizi A A Py . e viaducich sa na HA vo vaorke. prostorckom.
perma, in sp! § P . MpeamerHoe crekno HBA® conepuT iBe MAEHTMUHbIE KaMepbl ANIA aHaNU3a, NOKPLITHIE  porHOCTUYECKYlo UMY, OAHAKO YyBCTBUTENbHOCTb cocTaBUa Bcero 40 %. Tak, npw dzenia a odstranovanie problé ika 1: i
5. Calculati procentajul de spermatozoizi legati la acid hialuronic. IVIaNYDOHOBOM KUCTOTOM. OTHOCHTENBHOE C (npoueHT) ¢ K ' ® ! b a Slika 1: Namesfitev kiovnega stekelca na predmetno stekelce.
Procentajul de spermatozoizi legati la stratul de acid hialuronic se calculeaz astfel: P : pou OTceueHn 06pa3ios co caAsbiBaHuem < 80 % ananu3 HBA® obHapyxuBaeT MeKblue  poyjivajte len cerstvé semeno, nie * starsie ako tri hodiny. Slika 2: Namestitev krovnega stekelca na vzorec.
j permatozoizi legati a stratul de acid hialuronic se calculeaza astfel: (MepMUeB OnpeenAeTcA NyTem NojcYeTa yucna « W Hea € HCTHHHOM N donorueii; cpean - - . — -
" csainileaati— 100X Spermatozoizi mobili legafi . 5 0H0f o6nacT p " p® 1 past Vo vzorke by malo byt mozné spocitat aspofi 30 pohyblivych spermii. Ak je v mriezke Slika 3: Namesceno krovno stekelce.
60 sperma gafi= Zimobillegafi+5 izi mobili nelegati o, 6 . HiKui okasaten HBA, cyllecTByer Bbicokan BepoTHOCTS (> 80 %) ”aT°M°P¢°“0”W' menej ako 30 spermii, pouZite okuldrovy mikrometer alebo spocitajte susediace zomé 4. Prostorcek inkubirajte vsaj 10 in ne ve¢ kot 20 minut. Preitejte Stevilo nevezanih
Exemplu: cﬂ::ﬂﬂ’;“‘;‘;g:;:;"(: on;:::a vacrypGau, MpeTOTTETbH0 Tocne 2-3 A Tabnuua 2 polia mikroskopu, ¢ vém umozni prezriet dostatocne velkii oblast na vyhodnotenie aspofi qibljivih semencic in vezanih gibljivih semenic v enakem Stevilu kvadratkov mreze
S-a determinat un numar de 89 de spermatozoizi nelegati, mobili, prin numa a CeKC " ,» B UNCTbIii Cyxoil KoHTeiiHep. [lepes AUCTORepHOCT: o NOKA) Ora3aTeren H:;;:;::;t::: = 3223:5 l:Jltlgtcht(en Pl nenaEnd) e e i aionentie Vn?(;) lr)nn:r:);tlajh bo vsa sperma stopila v stik z nepremicnim slojem hialuronske kisline
100 de patrate de pe grild. Imediat dupd aceasta, s-au numdrat 27 de s izi mepm B TeyeHite 30 MUHYT BblEPXaTb Myt Temneparype ewtp | N | YyscrButenbHocts | CneuuduuHocts =
legati, mobili, in cele 100 de patrate de pe gril3 i’ 20-28 °C. 06 o VT ENACP P panyp leurp y b nporHocTwveckas awa | " Vidy sa presvedtte, Ze vzorka je nanesend na tl stranu sklicka, ktord je pokrytd in se nanj vezala. Po 20 minutah lahko Sibko gibljive semencice zacnejo izgubljati
A 3 X pasiibl, CoxpaHsiolume BA3KOCTb Mocnie 30 MUHYT, MOXHO pasBecTn ; st ) hore, ak mézet itat HYDAK® -
23 %8 spermatozoizilegafi= 100X 5p izi mobili legati B PaBHOM 06beme cewanbHoii cpefbl NS PasBeeHis cnepMbl, HanpiMep B pacTsope PA_150 52 76, 84,2 0,198 (5) u fana s . Je hore, ak mézete jasne precitat napis., gibljivost.
s o= 27 Spermatozoizi mobili legati + 89 Spermatozoizi HTF (pacTBope, UMMTUpYIOLLEM Cpeay BHYTPU GANnONMEBbIX TPYO XKeHLIMHbI). AHanu3 PR |50 513 20 9,2 0012 HBN" I.’o_nafe;enl spermiia kr y(:ho Sl:( l.'d;(a n Stﬁn: bez Ty?lur.ona.?lf Si mée 2dat, Ze Vezane gibljive semencice se ne gibljejo vet progresivno, vendar e vedno aktivno
mobilinelegati 06paziia Cnepmbl HYXHO BINOMHUTL B TeueHue 3 Yacos nocne 3abopa. E‘? :ﬁ ggé 7%’[? 61%3 00100115 Sr;é;i‘?:\fi:'az:; i':::;ﬁ:?'e’ pripadne ak je krycie sklicko pritlacené prli silno, spermie sa utripaj?.z repi. Mrtve i!1 negibljive semencice repov ne premikajo. Nevezane gibljive
Pm.'?'a testu_luu ) . P . fpepynpexpeHua n Mepbl NPeAOCTOPOKHOCTH - ’ Ak sa vam stane, Ze nepozorujete Ziadnu vazbu, zopakujte test na potvrdenie semenie prosto plavajq nackrog . s P
Precizia testului este legata de numarul de spermatozoizi numarati. Cu cat se numara mai 1. (nepma npedc coboil K onackyio xudkocme. flpu padome (Boatble 157 40,0 85,5 80,9 0,001 isledkunai ! ick ’ Ustrezno natancnost preizkusa boste dosegli, e je vsota vezanih in nevezanih gibljivih
multi spermatozoizi, cu atat divergenta este mai micd. De preferintd, numarafi cel putin cnepwot, a makxe npu ee P y .  AakHble ;‘;: dkal\ll "(: I:?Tdf)d:(sa‘\ll' vt knycie siitka s mrieskou vyleptanou na vichnel strane semencic med 100-200. Prestejte tevilo prevladujoce vrste gibljivih semencic (vezane
100 de spermalozpi.zi mo?i[i; rezultatele sunt acceptabile atunci cand se numara cel putin WMepbl npedoc my 8 KU ondc Q/laHHble LeHTPa nepepaccuTaHbl  oTceukamu < 5 % fyns Mopornorum u < 80 % ans HBA®. namiesto Ztral?y pktora' jev li’on{akte sf) vaorkou. Ak sa to star)1,e pzopakujte test anovym ali nevezane), dokler ne prestejete vsaj 100 semencic ali 100 kvadratkov mreze. Takoj
30de spermatozoizi r_nop!ll in tAotaL N o ) duyup 7 W i D , 0 OGBACHEHNE CMBONOB Krycim skliékuml Posiadajte svojho distribitora o‘vymenu ! prestejte Se drugo vrsto gibljivih semencic v enakem Stevilu kvadratkov mreze.
Intr-un studiu de variabilitate in cadrul a sintre trei loturi de productie de lamele, au fost U naopamopreli xanam. Bee omxodel mp desutgh u _ A e poditanie blokované pritomnostou vaduchove bubli Wite test Nivedno mogoce naijti 100 gibljivih semencic v vzorcu sperme, zlasti v oligospermicnih
analizate esantioane unice de sperma in reproduceri ale lamelelor de test. Cu un esantion 8 itep ng KU ONGCHBIX (M. wHcTpykumio no | Crepunusosano | Bepxwuid npeen OpHopazosoe ) Je I?O(I akme' ok?\{;ne pritomnostou vzduchovej bubliny, zopakujte test s novou vrorcih.
“D‘”lmal ‘°"§i"ﬁ'§"d apcrloximativ 1096 de sperma;ozoizi F’g’ reprodufcere rezultatele (medii 5 e cmekina HBA® He nped) 019 ceeuuu cnepmues o npoyedyp pUMeHeHMID | nyTeM obnyuedus | - Temneparypei V3penve; He V‘J,T:;;l:,a,sz;:: ‘5, e 5. lzracunajte odstotek semencic, ki se veZejo na hialuronsko kislino.
U legaticoeficenti de variafe (3)sinumere dereproduceri) au ost (869, 85,5, 85,0/, 105 uns 3KO! e amesna ecnep OHU codep UHel e oAnexur N¥k h dy + HBA® ie znakom nizkeho zastipenia zrelich spermil ' Izracun odstotka semenic, ki se vezejo na plast hialuronske kisline:
5,4/20, 10, 10). Cu un esantion anormal, sarac in sper continand ap U Mozym D uveckum dedicmetien. flpuotp Hac 1I0BTOpHOMY izka hodnota tgst_u Je znakom nizkeho zastdpenia zrelyd spermii v semennej o vezanih= 100X Vezane gibljive semencice
41 de spermatozoizi, rezultatele au fost: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10)< Komnsiekma He donyckaem npogedeHue Ceekyuu Cnepmues Ha npedmemHix UCnonb30BaHmio tekutlng a naznacuje neplodnost. S‘Te”“',e viazuce sa na hyalurqnan st na (!ruhej stiane B Vezane gibljive semencice -+ nevezane gibljive semencice
Controlul calitatii: meknax HBA® schopné interagovat s oocytom a st spojené s vysokou genomickou integritou (11, 14, Primer:
i s < s i : 21, 24), ¢o zlep3uje kvalitu otcovského prispevku k zygote. Vézba na hyaluronan rozliSuje . § . . I Y "
Se poate l“"".lg Is'l:eflma ma:u:a P“’aStPatT lPe""“ der!mnstrar'eta‘ reacyetl dqe |€9;1e Xpanenue ® vysoku)a nizkupfu r:kfnu integritua S(ho;:)nospt'oplo dneylgia ¥ ) V100 kvadratkih mreze smo nasteli 89 nevezanih, gibljivih semencic. Takoj zatem smo
aspermei la acidul hialuronic; totusl, controalele cu sperma proaspata nu sunt disponiblie — puenvieryble crekna HBA® HysHO XpaHUTb B utCToii cyXoii cpefe nipu Temneparype 2028 °C. : . R ! . S i e v 100 kvadratkih mreze nasteli 27 vezanih gibljivih semencic.
pe piata. Utilizatorii sunt incurajati sa isi stabileasca propriile surse de spermé proaspati B’:monueuue aHanusa yrHox yioltpeaep panp Cpokrogrocra | He crepunusogars | - srorogutenb | Homep AokyMetTa Pri predpovedani plodnosti nie je nutné, aby vsetky spermie boli schopné viazat sa na ) 27 ,,geza,J,f,, gibljive semencic
pentru control si s3 dezvolte un istoric asociat al scorurilor HBA® normale si anormale. 0 " ‘ hyaluronan. Zasttpenie spermii schopny(h viazat sa na hyaluronan vsak pre dosiahnutie 23 % vezanih =100 X > — — p— -~
“ . . J InH s o lad vezanih gibljivih semencic + o2 nevezanih gibljivin semencic
Reactia de legare a _spermei la-acidul hialuvgn{( nu este alter_ate prin Fongelarea si M::s;;;:?uemue €NIPEROCTABNACMbIE MATEpHAnE! :rk:el-— d ot lmu5| dalie 21 tnn :ﬂ;dml: Vbllazanllj I:‘adeCH;HOU Natanénost preizkusa: - -~
decongelarea spemet (16, 20, 25). In mod simila, spermatozoizi tataf prin inot i poo vy e Mitkpockon ¢ 400-KparHbin ygensetiient Mocrapuyk | MappoBossbitvowep|  Konuecrso Cepin o pdepodobn e vy 1 G e s, s i el Natanénost preizkusa je povezana s Stevilom preStetih semencic. Ve semendic prestejete,
amonte sau prin pregatirea in gradient se leaga in mod normal la acidul hialuronic. " s normdInou morfoldgiou spermii sa odhaduje, Ze hladina testu vizby na hyaluronan O 4 P ot PR P
crekna HBA OnHop cTep TecToBble NPo6UPKI C Kp [555] odliguitica vvsoki a nizku prednokladand plodnost ie priblizne 80 %. tabulka . 1 nizja je varianca. Najboljse rezultate dobite, ¢e skupno nastejete vsaj 100 gibljivih semencic,
Rezultateasteptate: N MokpoBHbie CTekna  Mexaiyeckoe CHeTHoe YCTpoficrao g Jiavy predp Talfulka?: 1] P ! o rezultati pa so sprejemljivi, e skupno nastejete vsaj 30 gibljivih semencic.
Procentajul de sp i legati la acidul variaza esentialmente de lazero o o oo PACTBOD, MMUT Cpeay BHYTPU ¢ 6 > Y 0 V 3tudiji variabilnosti znotraj in med tremi proizvodnimi loti stekelc so bili preizkuseni
a1 n cadrul unui studi 157 d oane d 5 de la padenti pyKul P, PYIOLIAY CPEAY BHYTD Interpretécia hodnét testu HBA ) X ) R P
a 00%1 n cadrul unui stp u asupra a 57 de e§ant!oanve e sperma de la pacienti NpUMeHeHMH erwwkbl (HTF; Irvine Scientific, Santa Ana CA (CLLA)), nmﬁo MapkupoBouHblit | He ucnonb3osarb, | XpaHuTb B cyxom Tonbko aAns — testu HBA' (% viaiucich) — I vzorci sperme na replikah preizkusnih stekelc. Ko smo presteli priblizno
diagnosticati ca suspecti de infertilitate, superioard a es aprezentat  npopykTa ZIpyroit i pacTBOp ANA Ccnepmbl Homep €M ynaKoBKa novewyerin NPOGECCUOHANbHOTO —= - —————— - 196 semencic na repliko, pri normalnem vzorcu, so bili rezultati (povprecno (% vezanih)/
un scor HBA'Dhmediu de 93 + 2,6% spermatozoizi legati. Jumétatea inferioara a prezentat C cofiepaHuem benka > 0,50 mr/mn noBpeNgeHa ., >80% v!a%uc!ch NorTaInla zrelos’t a fy;lologlclfa funkFla KV-ji (%)in Stevila replik) naslednji: (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4120, 10, 10). Ko smo prestel
scoruri HBA® intre 88% si zero legaturi; media a fost de 70 + 18% legaturi. Aproximativ 0OpHopasoBble nepyatku AnA paboTb ¢ 06pasuamu ? ) <80 % viazucich Inizend zrelost'a fyziologicka funkdia priblizno 41 sementic, pri abnormalnem, oligospermicnem vzorcu, so bili rezultati
1% dintre aceste esantioane nu a prezentat nicio legatura detectabild la acidul hialuronic. Taiimep/yacbl Rx Only Charakteristika vyh naslednji: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34, 17/20, 10, 10).
Eree?;::t?zo?zpielzmaatiolzao;?imIIEIiI;Tl:rt;rr:icat;ri]:tTﬁ/n grgilt?gl?dszateermr?dlﬁ(a proora e ﬂ:'.?f;gﬂuﬁiﬁnmﬁﬁf manﬂezo_; Ok HAKOCTH ’ Mo 3anpocy octynen Anuporeo Heuy naHo: | Y i Stidia porovnavajiica vysledky testu HBA® s normalnou morfoldgiou spermii (prisne Nadzor kakovosti:
P gafl $ perma. BUMpHOR NepeKpeCTAE AT MIKPOCKOTa ePTUQWKAT KauecTBa | (MeHee 1 eAUHULbI | MPOTECTUPOBAHO npeacTasuTent kritérid) bola vykonand na vzorkdch spermii pochddzajcich z troch andrologickych alebo  Sveze zrele semencice lahko uporabimo za prikaz reakcije vezave semencic na hialuronsko
¢ rezolvflrea pr?b_lemelor.u ; o : V1A KOHKpETHOIA SHEOTOKCHHA Ha ofHoKneTouHbix| B EBponelickom IVF laboratorii z troch Statov (Connecticut (CT), Kalifornia (CA) a Pensylvania (PA)) od kislino, vendar kontrolni vzorci sveze sperme niso komercialno dostopni. Uporabnikom
FOI05|_1|doarsper_ma Proasga{a, colecta_taln urma cu mai pug_lr_l detr_e! ore. B MowaroBas [Ipol-lenypa . AP 3N wa MblLLEli coobecte pacientov, ktori prisli na diagnostiku predpokladanej neplodnosti. Z kazdého pracoviska priporocamo, da zagotovijo lasten vir sveze kontrolne sperme in razvijejo povezano
E§antlonul trebm? sa contind cel putin 30 fie.spermqtozom _mOb'“- Daca pe grild sunt 1. Boinonwsiire awanu3 npu Temneparype 2030 °C. Y tc[REP bolo ziskanjch minimalne 50 vzoriek. Test HBA® bol vykonanj na pracoviskéch podla  zgodovino normalnih in abnormalnih rezultatov HBA®.
prezenti mai pufin de 30 de spermatozoizi, instalafi un reticul pentru microscop sau . 3arpysute criepmy 8 kamepy A ananu3a. # — ) MEA I—I—I ndvodu na pouZitie testu HBA®. Morfologické sklicka boli pripravené na jednotlivjch  Reakcija vezave sementic na hialuronsko kislino se z zamrzovanjem in odmrzovanjem
nugn§ra§|ddlferltg CBTPU" m:CTOS(l;PIE; SE(C)CSSWG pent:u a Pefmk')t.? E’f"ﬁ;aflea U"f' ZO;; HenocpezcTBeHHO mepep ucnonb3oBaHMeM CMeluaiite obpasel u Aob ero pracoviskdch a odoslané do centrélneho laboratria, kde boli vyhodnotené jednym  sperme ne spremeni (16, 20, 25). Podobno se sperma, obdelana bodisi z metodo »splavanja
suficient de mari pentru a evalua cel puiin 50 de spermatozoizi mobili tlegafi plus nelega). Kannio (710 MKA) B LEHTP Kamepbl ANA aHanu3a, racovnikom. na povrije ali pripravo gradienta, normalno veZe na hialuronsko kislino.
Alternativ, concentrati esantionul si testati din nou concentratul. Slovak/Slovensky 0 povts) prprang '

Asigurati-va intotdeauna cd esantionul a fost aplicat pe partea acoperitd a lamelei. Partea
acoperitd este orientatd in sus dacd se poate citi clar inscriptia ,HYDAK® HBA". Aplicarea
spermatozoizilor si a lamelei de acoperire pe lamela neacoperita va da impresia ca nu exista
spermatozoizi legati sau, daca lamela de acoperire a fost apdsaté prea tare, spermatozoizii
pot parea imobili.
De fiecare data cand nu observati legaturi, repetati testarea esantionului pe
o lamela diferita pentru a confirma rezultatul.
Ocazional, lamelele de acoperire defectuoase pot avea grila gravata pe partea orientata in
sus si nu pe partea care vine in contact cu esantionul. Dacd intdmpinati aceastd problema,
repetati testul cu o lamela de acoperire noud. Contactati distribuitorul pentru fnlocuire.
Dacé o bula de aer impiedicd numararea in grila de numérare, repetati testul cu un
compartiment nou si o lameld de acoperire noua.
Semnificatia rezultatelor:
Un scor HBA® scazut reflectd o proportie mica de spermatozoizi maturi in spermd, ceea
ce indica infertilitatea. Prin contrast, spermatozoizii care se leaga la acidul hialuronic sunt
competenti in interactiunea cu ovocitul si sunt asociati cu o integritate genomica mare (11, 14,
21,24), care imbunatateste calitatea contributiei paterne la zigot. Legarea la acidul hialuronic
diferentiaza integritatea functionald ridicatd si scazuta si potentialul de fertilizare.
Tn determinarea fertilitatii nu este necesar ca totj spermatozoizii sa se poata lega la acidul
hialuronic, dar proportia de spermatozoizi legati la acidul hialuronic trebuie sa ajunga la
un nivel eficient pentru a obtine o probabilitate mare de fertilitate. Legaturile peste nivelul
eficient probabil nu amelioreaza mai mult fertilitatea. Pe baza corelatiilor cu morfologia
spermatozoizilor normali, nivelul testului de fixare hialuronica ce diferentiaza o asteptare
mai ridicatd de fertilitate de una mai scizutd este estimat a fi de aproximativ 80%, Tabelul 1.
Tabelul 1
Scorul HBA” - Interpretarea rezultatelor
Scorul HBA® (% spermatozoizi legati) Interpretare

>80 % s izi legati Maturitate si functie fiziologica normale

3. Cpazy XKe nocne goﬁasneuvm Kaninu yCTaHoBUTE NOKPOBHOE CTEKIIO. He QOHyCKﬂﬁTe

06pa30BaHuta ny3bipbKOB BO3/1yXa M0/l MOKPOBHbIM CTEK/OM.
MokpoBHOe (CTekno WMmeeT ceTky, cocToAwylo u3 100 KBapaToB pasmepom

0,1x0,7 MM, HaxoAALLYHOCA BHYTPU OKPYKHOCTY 0630pa. [pu ycTaHOBKe MOKP 0

Eurdpsky patent ¢. 1056336 DBP/69924472.2
Navod na pouditie: Test vazby spermii na hyaluronan HBA®
www.hba-picsi.com

CTeKna OKPYXHOCTb AnA o63opa JomkHa ObiTo BBepXy. YTobbl He AomycTuTh
06pa3oBaHua My3bipbKoB BO3AYXa, MPUNOXMTE OAUH Kpail MOKPOBHOO CTekna
K Kpaio kamepbl, cdof yron, it ABepHyto netnio (cm. puc. 1).
MepnenHo onyctute npor i Kpait mokp 0 CTekna, 3akf
«ziBepHylo neTio». Koraa nokpoBHoe cTekno NpubNN3MTCA K NpeaMeTHOMY CTey,
NOKPOBHOE CTEKNO KOCHETCA Kannn obpasua (cm. puc. 2). Mpoaomxaiite onyckatb
MOKPOBHOE CTEKMO, He OTMyckaa ero U3 nanbles. OTNyCTUTe MOKPOBHOE CTEKNO,
KO/1a OKPYXHOCTb NOHOCTbIO NOKPOETCA 06pa3Liom (cM. puc. 3). 3aTem CABMHbTe
TOKPOBHOE CTeKN0 TaK, 4To6bl OKPYXHOCTb 0Ka3anach B LEHTPe Kamepbl.
PucyHoK 1: lpunoxute nokpoBHOE CTEKNO K NPesiMETHOMY CTeKny:
PucyHok 2: lpunosxute noKpoBHoe CTeK0 K 06pasLy:
PucyHok 3: llokpoBHoe CTekn0 Ha MecTe:

4. Bblnonusitte nHKy6MpoBaHMe Kamepbl B TeYeHite He MeHee 10 MUHYT, Ho He Gonee
20 mmHyT. MoacuuTaiiTe YACNO MOABIKHBIX HECBA3AHHDIX (NEPMIUEB U NOLBIKHbIX
(BA3aHHbIX CIePMVeB B 0JIHOM 1 TOM Xe Yicrie KBafipaToB ceTkt (obnacteit).

B teyexue 10 MUHYT BCe Cnepmuin BOﬁﬂyT B KOHTAKT C HEMOABWXHbIM CloOeM K
W CBAXKYTCA CHUM. Mocne 20 MUHYT (l'laﬁOI'IO}JBVI)KHbIE CNepMnK MOTyT HayaTb TepATb
MOABUKHOCTD.

(BA3aHHble NOABMXKHbIE CNepMun He o6Hapy>KaT NoCTyNnaTeNnbHoOro /ABIKEHNA,
HO Mo-npeXHemy COXpaHAT aKTUBHOE 6Guetne KryTuka. MepTBbIe 1 HENOABUXHbIE

y a y nazov: HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (Test vazby
spermu na hyaluronan HBA®)
Vyrobca: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, USA
Distribiitor v USA: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,
Tel: +434-979-4000
Autorizovany zastupca pre EU: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court,
Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com,
Fax: +44 161903 9787
Poutitie:

Udaje boli ¢ pomocou d nej kontingencnej tabulky s pouzitim
morfoldgie (lasifikovanej ako subfertilng, ak <5 % spermii malo normalnu morfoldgiu,
inak ako fertilna (4, 5,15, 17)) a hodnoty HBA® (klasifikovanej ako subfertilng, ak sa viazalo
<80 %, inak ako fertilnd). Viyznamnost bola testovand pomocou Pearsonovho Chi kvadrét
testu s pouzitim softvéru SPSS pre systém Windows. Analyza ukdzala, Ze hodnota HBA®
signifikantne korelovala s morfoldgiou pre kombinované tidaje (v3etky tri pracoviskd),
tabulka ¢. 2.

Kombinované tidaje ukazali dobrd Specifickost a pozitivne predikéné hodnoty napriek
tomu, Ze citlivost bola len 40 %. To znamend, Ze pri hranici <80 % viazucich spermif
deteguje test HBA® menej ako polovicu vzoriek spermii so skutocne zlou morfolégiou.
Medzi vzorkami, u ktorych je zdetegovand nizka hodnota testu HBA®, je vsak silny
predpoklad (>80 %) zlej morfoldgie.

Pricakovani rezultati:

Odstotek semencic, ki se vezejo na hialuronsko kislino, je v osnovi od nic do 100 %.
V Studiji 157 vzorcev sperme pacientov z diagnozo suma na neplodnost je zgomja
polovica vzorcev izkazala povprecen rezultat preizkusa HBA® 93 £2,6 % vezavo. Rezultati
preizkusa HBA® spodnje polovice vzorcev so bili od 88 % do 0 % vezave, povprecna vezava
pa je hila 70 +18 %. Za priblizno 1 % teh vzorcev vezave na hialuronsko kislino ni bilo
mogoce zaznati.

Priprava sperme (splavanja na povrsje, gradient) lahko spremeni deleZe semencic, vezanih
na hialuronsko kislino, v vzorcu sperme.

Omejitve in odpravljanje tezav:

Uporabite le svezo spermo, ki ni starejsa od treh ur.

Vzorec mora zagotoviti vsaj 30 gibljivih semencic za Stetje. e se na mrezi pojavi manj kot
30 semencic, na mikroskop namestite okularni mikrometer ali prestejte naslednja druga

Test vazby spermii na hyaluronan HBA® je urceny na pouzitie ako stcast jucich
analyz:

1. Standardnd analyza spermif pri di
2. analyzy zamerané na stanovenie s
Zhrnutie:

Pri prirodzenom oplodneni sa zrelé spermie viazu na hyaluronan, ktory je hlavnou zlozkou
matrixu vrstvy cumulus oophorus. Nezrelé spermie sa nan neviazu (3,9, 13, 14,19, 21).
Irelé spermie sa viazu aj na hyaluronan, ktory je chemicky ukotveny k podlozke (9, 10), ako
napriklad sklicka pokryté hyaluronanom, ktoré si sticastou sipravy HBA®. Mikroskopicky
sa naviazané spermie daji odIiit od nenaviazanych tym, Ze pohybujii bicikmi, pricom
hlavicky sa nepohybuijt vpred.

Vazba na hyaluronan je znakom toho, Ze spermiogenické procesy sprostredkované

i Annkladanei nenlad

predp p i umuzov,
ho postupu liechy neplodnosti metédou IVF.

cnepMun He 0OHapyxar ABikeHuA ryTuka. Hec K
cnepmuy 6yayT npe6biBaTh B (BO6OHOM ABIKEHNN.
TouHocTb aHanu3a JAOCTUTAeTCA B CNydae, ecnit CyMMapHoe YUCNO (BA3AHHbIX

1 Hec X cnepmues HaxogwTca B npegenax 100-200. Cuwaitte

<80 % spermatozoizi legati Maturitate si functie fiziologica scazute

Caracteristici de performanta:

Un studiu care compara rezultatele scorului HBA® cu morfologia spermatozoizilor normali
(criterii stricte) a fost efectuat cu mostre de spermé de la trei laboratoare FIV sau de
andrologie din trei state (CT, CA i PA), cu pacienti care s-au prezentat pentru un diagnostic
de infertilitate suspectata. S-au obtinut minimum 50 de esantioane de la fiecare unitate
si testul HBA® a fost efectuat la fata locului in conformitate cu instructiunile de utilizare
pentru HBA®. Lamelele pentru studiul morfologiei au fost pregatite la fata locului si trimise
la o unitate centrald, unde au fost evaluate de un singur cititor.

Datele au fost analizate printr-un tabel de contingenta cu doua sensuri, folosindu-se
morfologia (clasificare drept subfertile dacd <5% din morfologia normala i fertile in caz
contrar (4, 5,15, 17)) si scorul HBA® (clasificare drept subfertile dacd <80% spermatozoizi
legati si fertile in caz contrar). Semnificatia a fost testatd prin analiza statistica Chi-patrat
Pearson, utilizandu-se software-ul SPSS pentru Windows. Analiza a indicat ca scorul HBA®
a fost semnificativ legat de morfologie pentru datele provenite din datele combinate de la
toate cele trei unitati, Tabelul 2.

Datele combinate au indicat o specificitate bund si valori predictive pozitive, desi
sensibilitatea a fost doar de 40%. Prin urmare, la o limitd de <80% spermatozoizi legati,
testul HBA® detecteaza mai putin de jumatate din esantioanele de spermé cu o morfologie
cu adevdrat scazutd, dar intre acele esantioane detectate ca avand un scor HBA® scazut
existd o predictie puternica (>80%) a morfologiei slabe.
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crepMum p Krnacaa (c WiN Hed le) A0
Tex nop, noka He pocumtaete fo 100 cnepmues v 100 kBagpatos cetku. Mocne
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KBa/iPaToB CETKM.
He Bcerga ynaerca obHapyxuTb 100 noBIKHbIX CepMues B 06pasLie (ocobeHHo npu
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5. Nopcywaiite npoueHT cnepmues, ceasbiatowmx [K.

Moacuet npoueHTa crepmues, (BA3biBalOWMXCA O cnoem [K, BbinonHaeTca

Cnepylowwum 06pasom.
(6A3aHHble N00BUXHbIE CNepmuL
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27 (8A3HHbIX NODBUXHBIX CNEpMUes
23 % ceazannbix = 100 X d

ym proteinom HspA2 prebehli dspesne (1, 2, 8). V nepritomnosti Saperonu
sa mozu vyskytndt' poruchy meidzy, opravy DNA, vazby na hyaluronan a dalSich krokov
dozrievania spermi.

Spermie, ktoré nie s schopné viazat sa na hyaluronan, sa vyznacuji mnohymi spolocnymi
znakmi nezrelosti: zachovavaji si cytoplazmu a histény (9), maji zvysend frekvenciu
aberantnej morfoldgie (18, 22, 23) a maju nizsiu genomick integritu ako spermie schopné
viazat sa na hyaluronan — spermie schopné viazat sa na hyaluronan majti ovela menej
jednovldknovych zlomov DNA (24) a 4- az 6-krdt nizsiu frekvenau chromozomovych

Tabulka ¢. 2
Vyznam hodnoty HBA" z pohladu morfoldgie
Prgt(lti)&lilzko N | Citlivost | Specifickost Ponn;r;zg;iglk(na p=
PA 50 43,2 76,9 84,2 0,198 (NS)

PA-r° 50 513 90,9 95,2 0,012
CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015

a 55 26,5 100 100 0,01
Kombinované | 157 | 40,0 85,5 80,9 0,001

0Udaje z pracoviska prepocitané s hraniénou hodnatu pre morfolégiu <5 % a pre hodnotu
testu HBA® <80 %.

Vyznam symbolov

ikroskopska polja, tako da pregledate dovolj veliko obmocje, da ocenite vsaj 30 gibljivih
(vezanih in nevezanih) semencic. Alternativno koncentrirajte vzorec in opravite ponoven
preizkus koncentrata.
Vedno pazite, da vzorec nanesete na stran stekelca s hialuronsko kislino. Prava stran
je zgoraj, ¢e lahko jasno preberete »HYDAK® HBA«. Ce spermo in krovno stekelce namestite
na stran brez hialuronske kisline, bo videti, kot da se semencice niso vezale, oz. ce ste
stekelce mocno pritisnili, so semencice lahko videti negibljive.
Ce opazite, da ni vezave, ponovite preizkus vzorca na drugem stekelcu,
da rezultat potrdite.
Nekatera krovna stekelca imajo lahko napako in je mreza na vrhu stekelca namesto
na strani, ki pride v stik z vzorcem. V tem primeru ponovite preizkus z novim krovnim
stekelcem. Za nadomestitev stekelc se obrnite na svojega distributerja.
(e zratni mehuréek znotraj mree za Stetje preprecuje Stetje, preizkus ponovite z novim
prostorckom in krovnim stekelcem.
Pomembnost rezultatov:
Nizek rezultat HBA® pomeni nizek delez zrelih semencic v spermi in zato nakazuje

Precitajte si navod Sterilizované Opakovane Urcené iba
na pouzitie pomocou Ziarenia nesterilizujte pre odbornikov
[sTERLETR ]
Cli] Rx Only

Udriujte suché | Maximalna teplota Referencné Cislo

‘o /lrzg o

Y.

aneuploidii (10, 11). Pohyblivost spermif je po naviazani sa na |

(6,7, 14). Schopnost viazat sa na hyaluronan je teda znakom zrelych spermii a zastupenie
zrelych spermii poukazuje na zrelost spermii vo vzorke semena.

Sklicko HBA®:

Na sklicku HBA® s dve identické testovacie komdrky pokryté hyaluronanom. Spocitanim
naviazanych a nenaviazanych pohyblivych spermif v rovnakej oblasti sa da urcit percento
viazucich sa spermif.

Odber a priprava vzorky:

Semeno by malo byt odobraté do Cistej suchej nddoby pomocou masturbacie, najlepsie po
2 -3 drioch abstinencie. Vzorku udrzujte 30 mindit pri 20 — 28 °C, aby prestala byt viskézna.
Vzorky, ktoré st viskozne aj po 30 minitach, je mozné nariedit rovnakym mnozstvom
média na riedenie spermii, ako napriklad tekutinou z ludskych vajickovodov (HTF). Test na
vzorke spermii vykonajte do 3 hodin od odberu.

" iaa .

27 (833aHHbIX N00BUXHBIX Cepmues + 89
N0OBUXHBIX CepMUes

TouHocTb aHanmsa
TouHoCTb aHanM3a (Bfi3aHa C YUCTOM MOACYMTAHHbIX CepmueB. Yem Gonblue cnepmues
TIOJICYNTaHO, TeM HIDKe NOTPeLLHOCTb pe3ynbTaTa. MUHUManbHoe pekomeHayemoe Yncno
noABIKHbIX Cnepmues coctasnaet 100. OaHaKo pesynbTaTbl ABAAIOTCA JONYCTUMbIMU,
eCIvt 06Hapy»keHo Bcero 30 NOABUXHIX CepMUeB.
B nccnenioBaum pasbpoca pe3ynbTatoB cpean CTeKon U3 Tpex pa3nunuHblX NapTuil ofiHN
1 Te e 06pa3Libl aHaNM3MPOBANVCh Ha PasHbIX MPEAMETHbIX CTeknax. B HopmanbHom
obpaslie nofcunTaHo npubAM3NTENbHO 196 CepmueB B Kax/oM aHanm3e. Pe3ynbrarbl
(8 cpenHem (% )/Ko3hduumeHT Baf %/uncno ): (86,9,
85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10). B natonoruueckom obpasuie (onurocnepmus) Hacuutan
npubnu3uTenbHo 41 cnepmui B kaxzjom aHanu3e. Pesynbratbl: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34,
17/20,10,10).
KonTponb kauectBa
[InA iemoHCTpaumMM peakuun (BA3biBaHMA cnepmues ¢ [K MoxHo wcnonb3osaTh
BeXylo 3penylo cnepmy. OfIHAKO CBEXMX KOHTPOMbHbIX 06pa3LoB Cepmbl He GbiBaeT

1. Semeno je nebezpecny materidl a pri jeho likviddcii a manipuldcii s nim sa musia
dodrziavat Standardné pravidld pre manipuldciu s infekcnym a biologickym idl

Distribdtor Datum exspircie

-

T

lod Nasp pa so semencice, vezane na hialuronsko kislino, sposobne
|nterakcue z oocitom in so povezane z visoko genomsko integriteto (11, 14, 21, 24),
ki izboljsa kakovost ocetovskega doprinos kzngon Vezava na hlaluronsko kislino razlikuje
visoko in nizko funkcionalno integriteto ter sp 7aop

(e rezultati nakazujejo na plodnost, ni nujno, da so se vse semencice sposobne vezati na
hialuronsko kislino, vendar mora delez tistih, ki se vezejo, doseci ucinkovito raven, da se
doseze dobra verjetnost plodnosti. Vezava nad ucinkovito ravnjo verjetno ne pomeni
nadaljnjega izboljSanja plodnosti. Na podlagi soodvisnosti z morfologijo Init
semencic, je preizkus vezave sperme na hialuronsko kislino, ki razlikuje visjo stopnjo
pricakovane plodnosti od nizje, ocenjen na priblizno 80 % (Tabela 1).

Tabela 1
HBA® - interpretacija rezultatov

Oznacenie Nepouzivajte, akje |  Najedno pouzitie, | Oznacenie Cislom
referencnym ¢islom | obal poskodeny | nepouzivajte opakovane kontroly
® &
Osvedcenie o analyze |Nepyrogénne (menej| Necytotoxické: overené Oprdvneny
konkrétnej Sarze ako 1jednotka pomocou testu na zdstupca
je k dispozicii endotoxinu 1-bunkovych mysich v Eurdpskom

na poziadanie na pomécku)

spolocenstve
=P

{i}

Rezultat HBA" (% vezave) Interpretacija

>80 % vezave Normalna zrelost in fizioloske funkcije
<80 % vezave Zmanjsana zrelost in fizioloske funkcije

Znacilnosti delovanja:
Studija primerjave rezultatov HBA® in normalne morfologije sementic (stroga merila)
je bila opravljena z vzorci sperme pacientov z diagnozo suma na neplodnost iz treh

Pouzivajte rukavice, ochranu oci a laboratdrny pldst. Vsetok odpad dezinfikujte
azlikvidujte v nddobe na biologicky odpad.

2. Nepouzivajte sklicka HBA® na selekciu spermif pre metddu ICSI ani IVF! Sklicka nie si
sterilné, obsahujii endotoxiny a mdzu byt embryotoxické. Zakipenie tejto stipravy
neumoZiiuje selekciu spermii na sklickach HBA®.

Uskladnenie:

Sklicka HBA® by sa mali byt skladovat v cistom, suchom prostredi, pri teplote 20 — 28 °C.

Vykonanie testu:

Material dodavany M al, ktory nie je dodavany s testom:
s testom:

Sklicka HBA® Mikroskop so zvécSenim 400x

Krycie sklicka Sterilné skimavky na jedno poutitie s vichnakom

embryach
Slovenian/Slovens¢ina

Evropska Stevilka patenta 1056336 DBP/69924472.2

Navodila za uporabo: HBA°Sperm-Hyaluronan Binding Assay (preizkus vezave sperme
na hialuronsko kislino)

www.hba-picsi.com

Lastniska in trivialna imena: HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay (preizkus vezave
sperme na hialuronsko kislino)

Proizvajalec: Biocoat, Inc., 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, ZDA

Distributer v ZDA: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Tel.: +434-979-4000

lak jevIVF oz. androloskih laboratorijev v treh zveznih drzavah ZDA (Connecticut (CT),
Kalifornija (CA) in Pensilvanija (PA)). V vsakem laboratoriju je bilo odvzetih vsaj 50 vzorcev,
na mestu pa so bili opravljeni tudi preizkusi HBA® v skladu z Navodili za uporabo HBA®.
Morfoloka stekelca so bila pripravljena na mestu in nato poslana v centralni laboratorij,
kjer jih je ocenil en bralec.

Podatki so bili analizirani z dvosmerno tabelo moznosti, pri ¢emer so bili uporabljeni
morfologija (oznaceno kot subfertilno pri <5 % normalne morfologije, sicer fertilno
(4,5,15,17)) in rezultati HBA® (oznaceno kot subfertilno pri <80 % vezavi, sicer fertilno).
Pomembnost je bila preverjena s Pearsonovo statistiko s hi-kvadratom v programski
opremi SPSS za Windows. Analiza je pokazala, da je bil rezultat HBA® pomembno povezan
zmorfologijo za podatke iz kombiniranih podatkov — vsi trije laboratoriji (Tabela 2).
Kombinirani podatki so izkazali dobro specificnost in pozitivno napovedljive vrednosti,
Ceprav je bila obcutljivost zgolj 40 %. Zato pri mejni vrednosti <80 % vezave preizkus HBA®

@

ugotavlja manj kot polovico vzorcev sperme z resnicno nizko morfologijo, vendar je med
vzord, ki so izkazali nizek rezultat HBA®, mocna napoved (>80 %) slabe morfologije.

desde el 88% hasta cero de union; la media fue del 70 - 18% de union. Aproximadamente
el 1% de estas muestras no presentd ninguna union detectable al hialuronano.

La preparacion del esperma (distribucion contra corriente, gradiente) puede alterar la
proporcion de espermatozoides que se unen al HA de una muestra de semen.
Limitaciones y solucion de problemas:

Utilice solo semen fresco, con menos de tres horas de antigiiedad.

La muestra debe permitir contar al menos 30 espermatozoides mdviles. Si aparecen menos

Tabela 2
P bnost rezultata HBA” za morfologijo
Kraj tudije | St. | Obéutljivost | Specificnost | Pozitivno napovedijivavrednost|  p =
PA 50| 432 769 84,2 0,198 (NS)
PA-r° 50 513 90,9 95.2 0,012
CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015 de 30 esper
a 55 26,5 100 100 0,01
Kombinirano | 157 40,0 855 80,9 0,001

en la cuadricula, instale una reticula de microscopio o cuente
diferentes campos sucesivos bajo el microscopio para permitir la inspeccion de un area lo
ufici grande como para evaluar al menos 30 espermatozoides méviles (unidos

OPodatki iz posameznih laboratorijev so bili ponovno izracunani z mejno vrednostjo <5 %
zamorfologijo in <80 % za HBA®.

Opredelitve simbolov

Glejte Navodila Sterilizirano Zgornja meja Ne sterilizirajte
za uporabo z obsevanjem temperature znova

=

jr 3 °C
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-

&
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wony | @
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Nombre de propiedad exdusiva y establecido: HBA® Sperm-Hyall
Fabricante: Biocoat, Inc.,, 211 Witmer Road, Horsham, PA 19044, EE.UU.
Distribuidor en EE.UU.: ORIGIO Inc., 2400 Hunters Way, Charlottesville, VA 22911,

Tel.: +434-979-4000

Representante autorizado en la UE: Medical Device & QA Services Ltd, Spring Court,
Spring Road, Hale. Cheshire WA14 2UQ, United Kingdom, www.mdgas.com, Reino Unido,

Fax: +44 161903 9787

Uso indicado:

El uso del ensayo HBA® Sperm-Hyaluronan Binding Assay estd indicado como
componente de:

1. elandlisis estandar del semen en el diagndstico de la sospecha de infertilidad masculina,
2. andlisis para la determinacion del curso correcto de tratamiento con FIV de la infertilidad.
Resumen:

En la fertilizacion natural, el esperma maduro se une al hialuronano, el componente principal
de la matriz del cimulo odfero; el esperma inmaduro no se une (3,9, 13, 14,19, 21).

El esperma maduro también se une al hialuronano fijado quimicamente a un soporte
(9, 10) tal como los portaobjetos de cristal revestidos de hialuronano que componen el kit
HBA®. Viisto a través del microscopio, el esperma unido se diferencia del esperma no unido
por sus colas mviles, con cabezas que no hacen ningtin movimiento progresivo.

La unién al hialuronano indica la culminacién correcta de los eventos espermiogénicos
mediados por la proteina chaperona HspA2 (1, 2, 8). En ausencia de la chaperona, se
pueden producir deficiencias en la meiosis, la reparacién del ADN, la union al hialuronano
y otros pasos de la maduracion del esperma.

El esperma incapaz de unirse al hialuronano comparte muchos aspectos de la inmadurez:
retiene citoplasma e histonas (9), muestra morfologia aberrante con mayor frecuencia

Binding Assay

y no unidos). También puede concentrar la muestra y analizar de nuevo el concentrado.
Aseguirese siempre de haber aplicado la muestra al lado revestido del portaobjetos. El lado
revestido esta hacia arriba cuando puede leerse claramente “HYDAK® HBA”. Si aplica el
esperma y el cubreobjetos al lado no revestido pareceré que no hay ninguna union del
esperma en absoluto, o bien, si se ha presionado mucho el cubreobjetos, es posible que
el esperma parezca inmovil.
Cuando no se observe ninguna union, repita el anlisis de la muestra en un
portaobjetos diferente para confirmar el resultado.
Ocasionalmente, pueden aparecer cubreobjetos defectuosos con la cuadricula grabada en
la parte superior, en lugar de estar grabada en el lado que entra en contacto con la muestra.
Cuando ocurra asf, repita el ensayo con un cubreobjetos nuevo. Pngase en contacto con sus
distribuidor para obtener repuestos.
Si una burbuja de aire bloquea el recuento dentro de la cuadricula de recuento, repita el
€nsayo con una nueva cdmara y un nuevo cubreobjetos.
Significatividad de los resultados:
Una baja puntuacién HBA® refleja una baja proporcion de esperma maduro en el semen
y, en consecuencia, pronostica infertilidad. EI esperma que se une al hialuronano, por el
contrario, es competente en la interaccion con el oocito y esta asociado a una elevada
integridad gendmica (11,14, 21, 24), lo que mejora la calidad de la contribucién paterna al
zigoto. La unién al hialuronano diferencia la integridad funcional y el potencial fertilizador
alto o bajo.
En el prondstico de fertilidad, no es necesario que todo el esperma deba ser capaz de unirse
al hialuronano, pero la proporcion de espermatozoides capaces de unirse al hialuronano
debe alcanzar un nivel efectivo para lograr una buena probabilidad de fertilidad.
Es probable que la unién por encima del nivel efectivo no mejore mas la fertilidad. Sobre
la base de correlaciones con la morfologia normal del esperma, se estima que el nivel de
Hyaluronan Binding Assay que diferencia entre las expectativas superiores e inferiores de
infertilidad es de, aproximadamente, el 80%, Tabla 1.

Tabla 1

Had

Interp ion de los
Puntuacion HBA" (% de unién)

de puntuacion HBA®
Interpretacién

Slapp tackglaset nar cirkeln &r helt tackt med prov (figur 3). Centrera slutligen cirkeln
Gver brunnen.
Figur 1: Placera tackglaset i kontakt med objektglaset:
Figur 2: Placera tackglaset i kontakt med provet:
Figur 3: Tackglaset pa plats:

4. Inkubera brunnen i minst 10 men inte mer dn 20 minuter. Rékna de icke bundna
motila spermierna och de bundna, motila spermierna inom samma antal rutnatsrutor
samma omrade).
Inom 10 minuter kommer alla spermier att komma i kontakt med och binda till det
immobiliserade hyaluronanskiktet. Efter 20 minuter kan svaga motila spermier borja
forlora motilitet.
Bundna motila spermier upphor att rora sig framéat men fortsétter att aktivt sla med
svansarna. Dada och icke motila spermier uppvisar inga svansrorelser. Icke bindande
motila spermier simmar omkring fritt.
God analysnoggrannhet uppnds nar summan av bundna och icke bundna motila
spermier & 100-200. Rékna den dominerande klassen (bundna eller icke bundna)
motila spermier tills minst 100 spermier eller 100 rutor har réknats. Rdkna sedan
omedelbart den andra klassen motila spermier inom samma antal rutnatsrutor.
Det gar inte alltid att finna 100 motila spermier i ett spermaprov, i synnerhet i prov
med oligospermi.

5. Berakna den procentuella andelen hyaluronanbindande spermier.
Den procentuella andelen spermier som hinder till hyaluronanskiktet beraknas sa har:

Bundna motila spermier
9% bundna =100 X

Bundna motila + icke bundna motila spermier
Exempel:
89 icke bundna, motila spermier hittades genom rékning av 100 rutor i rutnatet.

Omedelbart darefter raknades 27 bundna, motila spermier i de 100 rutnatsrutorna.
23 9% bundna=100X 27 bundna motila spermier

27 bundna motila + 89 icke bundna motila spermier
Analysens noggrannhet:
Analysens noggrannhet star i relation till antalet raknade spermier. Ju fler spermier som
raknas, desto lagre varians. Helst bor det totala antalet raknade motila spermier vara minst
100. Resultatet dr godtagbart om det totala antalet raknade motila spermier & minst 30.
| en undersokning av variabiliteten inom och mellan tre fillverkningssatser av
objektglas analyserades enstaka spermaprov i objektglasreplikat. Med ett normalt
prov, dar cirka 196 spermier per replikat raknades, blev resultaten (medel (% bundna)/
variationskoefficienter (%)/och antal replikat): (86,9, 85,5, 85,0/4, 5, 4/20, 10, 10). Med
ett onormalt prov med oligospermi, dar cirka 41 spermier raknades, blev resultaten: (59,0,
55,8,58,4/18,34,17/0,10,10).
Kvalitetskontroll:

anvandas ~ for

Firsk mogen sperma kan att  demonstrera  spermie-
Lo e . "

>80 % de unién
<80 % de union

Madurez y funcién fisioldgica normal
Madurez y funcion fisioldgica di id.

Caracteristicas de rendimiento:
Se realiz6 un estudio para comparar resultados de puntuacion HBA® con morfologia
de esperma normal (criterios estrictos), utilizando muestras de semen procedentes de
tres laboratorios de FIV o andrologia ubicados en tres estados de EE.UU. (Connecticut,
California y Pennsylvania), con pacientes presentados para el diagndstico de sospecha de
infertilidad. Se obtuvo al menos 50 muestras de cada sitio, y se realizd el ensayo HBA® en las
instalaciones de acuerdo con las Instrucciones de uso de HBA®. Se prepararon portaobjetos
de morfologia en las instalaciones y se enviaron a una ubicacion central, donde un tnico
lector los puntué.
Los datos se unatablade ia mutua utilizando lamorfologia
(clasificada como subfértil si era < 5% de morfologia normal, o de lo contrario fértil
(4,5,15,17)) y la puntuacion HBA® (clasificada como subfértil si era < 80% de union,
o de lo contrario fértil). Se probd la significatividad mediante la prueba estadistica de chi
cuadrado de Pearson utilizando el software SPSS para Windows. El andlisis demostré que
la puntuacion HBA® estaba relacionada de manera significativa con la morfologia sobre la
base de los datos combinados (en las tres instalaciones), Tabla 2.
Los datos combinados mostraron una buena especificidad y valores de prediccion positivos,
aunque la sensibilidad fue solo del 40%. En consecuencia, con un valor de corte de < 80%
de union, el ensayo HBA® detecta menos de la mitad de las muestras de semen con
morfologia realmente baja; no obstante, entre las detectadas como con baja puntuacion
HBA®, la prediccion de morfologia mediocre es sélida (> 80%).

Tabla2

"

ktionen, men farsk Isperma  @r inte

HBA® Slayti:

HBA® slaytinin iki 6zdes hyaluronanla kaplanmis tetkik odasi vardir. Ortak bir alandaki

hareketli baglanmis ve baglanmamis spermler sayilarak, baglayici orant hesaplanabilir.

(Ornek Toplanmasi ve Hazirlanmasi:

Semen, tercihen 2-3 giinliik abstinensi takiben mastiirbasyonla elde edilmeli ve temiz ve

kuru bir kaba toplanmalidir. Sivilagmasi igin, semeni 30 dakika boyunca 20-28°Cde tutun.

30 dakika sonra hala agdali olan Grnekler, insan tubal sivisi (HTF) gibi esit hacimde bir

sperm seyreltme araci ile seyreltilebilir. Semen drnegi tizerindeki tetkiki toplanmasindan

sonraki 3 saat icerisinde gerceklestirin.

Uyanlar ve Onlemler:

1. Semen tehlikeli bir sividir ve bulasici ve biyozararl malzemeler icin olan normal onlemler
kullanilarak iizerinde ¢alisilmal ve atilmalidir. Eldiven, goz korumast ve bir laboratuvar
anliigii kullann. Tiim atiklan dezenfekte edin ve bir biyotehlike kabinda atin.

2. ICSI veya IVF icin sperm segmek amaciyla HBA® slaytiarini kullanmayin! Slaytlar steril
dedildir, ler icerirler ve embriyotoksik olabilirler. Nu kitin satin alinmasi, HBA®
slaytlarinda sperm secimine izin vermez.

Saklama:

HBA® slaytlan, temiz ve kuru bir ortamda, 20-28°Cde saklanmalidir.

Tetkikin Gergeklestirilmesi:

Saglanan Malzemeler: ~ Saglanmayan Malzemeler:

HBA® slaytlar 400x biiyiitme oranina sahip mikroskop

Kapaklar Tek kullanimlik, steril kapakl test tiipleri

Uriiniin Kullanma Mekanik sayma cihazi

Talimatlan insan tubal sivist (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA)

veya >0,50 mg/mL protein igeren diger bir kabul edilebilir
sperm seyrelticisi

Tek kullanimlik drnekle calisma eldivenleri
Zamanlayiai/Saat

2-10 L lcii sunan pipet, tek kullanimlik pipet uclan
Mikroskop retikiil tanimlama alani

Adim Adim Prosediirler:

1. Tetkiki 20-30° C'de gerceklestirin.

2. Birtetkik bolmesini semenle doldurun.
Kullanimdan hemen dnce, dmegi kanistinn ve tetkik bolmesinin ortasina hacmi
7-10 pL olan bir damla pipetleyin.

3. Derhal kapadni takin: iceisinde hava kabarciklarinin kalmasindan kaginin.
Kapak, bir izleme dairesi icerisinde 0,1 x 0,1 mm’lik 100 karelik bir grid saglar. Kapag
daire istte kalacak sekilde takin. Kapagin bir kenarini bolmenin kenarina temas
ettirerek ve bir mentesenin iki kolu gibi bir ai olusturarak, hava kabarcklarindan
kaginin (Sekil 1); kapagin diger kenarini yavasca asadiya indirin ve mentegeyi kapatin
— kapak slayta cok yaklastiginda, 6rnek damlasina temas edecektir (Sekil 2); kapag

kommersiellt. Anvandarna bor upprétta egna kllor for férsk kontrollsperma och utveckla
tillhérande historik Gver normala och onormala HBA®-vérden.

Spermie-hyal bindni ktionen forandras inte genom nedfrysning och
upptining av spermier (16, 20, 25). Spermier som beretts genom sjélvmigrering (swim up)
eller gradientberedning binder pa liknande satt normalt till hyaluronan.

Forvéntade resultat:

Den procentuella andelen hyaluronanbundna spermier stracker sig fran vasentligen noll
till vasentligen 100 %. | en undersokning av 157 spermaprov fran patienter som ldmnat
prov for diagnos vid misstanke om infertilitet, uppvisade den dvre halvan av proven ett
HBA®-medelvérde pa 93 + 2,6 % bindning. Den nedre halvan hade HBA®-varden fran
88 % till noll bindning, med ett medeltal pa 70 + 18 % bindning. Cirka 1% av dessa prov
uppvisade ingen detekterbar bindning till hyaluronan.

Spermieberedningen (sjalvmigrering eller gradientberedning) kan foréndra andelen
HA-bindande spermier i ett spermaprov.

Begransningar och problemldsning:

Anvénd endast farsk sperma, mindre &n tre timmar gammal.

Provet bor mdjliggdra rakning av minst 30 motila spermier. Om det finns farre dn
30 spermier i rutntet kan mikroskopets retikel anvandas, alternativt olika successiva
mikroskopfélt raknas, sa att ett omrade kan inspekteras som &r stort nog for utvérdering
av minst 30 motila (bundna plus icke bundna) spermier. Provet kan ocksa koncentreras och
koncentratet analyseras om.

Sakerstall alltid att provet har applicerats pa den bestrukna sidan av objektglaset. Den
bestrukna sidan ar véand uppat ndr det tydligt gar att utldsa "HYDAK® HBA". Om spermier
och tackglas har applicerats pa den obestrukna sidan ser det ut som om inga spermier
binder eller, ifall tickglaset har tryckts ned hart, som om spermierna saknar motilitet.

Om ingen bindning observeras ska analysen av provet goras om pa ett annat
for att bekrafta resultatet.

(18, 22, 23) y tiene una menor integridad gendmica que el que se une al i

que se une al hialuronano tiene muchas menos roturas de fibra tinica de ADN que el que no

se une (24), y una frecuencia de 4 a 6 veces menor de aneuploidias cromosémicas (10, 11).

La motilidad del esperma se estimula al unirse al hialuronano (6, 7, 14). En consecuencia,

la capacidad para unirse al hialuronano denota un esperma maduro, y la proporcién de

esperma maduro indica la madurez del esperma en una muestra de semen.

El portaobjetos HBA®:

El portaobjetos HBA® tiene dos camaras de ensayo idénticas, revestidas con hialuronano.

Se puede calcular la proporcion de esperma que se une contando el nimero de

espermatozoides méviles unidos y no unidos en un &rea comuin.

Recogida y preparacion de

El semen debe obtenerse ion, preferentemente después de 2-3 dias

de abstinencia, y recogerse en un recipiente limpio y seco. Debe conservarse a 20-28 °C

durante 30 minutos para que se licue. Las muestras todavia viscosas después de 30 minutos
pueden diluirse en un volumen igual de un medio de dilucion del esperma tal como el
fluido tubarico humano (HTF). Realice el ensayo sobre la muestra de semen antes de

3 horas tras su recogida.

Advertencias y precauciones:

1. H semen es un fluido peligroso, y debe manipularse y desecharse utilizando las
precauciones normales para materiales infecciosos o de riesgo bioldgico. Lleve guantes,
proteccion para los ojos y bata de laboratorio. Desinfecte todos los residuos y deséchelos
en un recipiente para residuos de riesgo bioldgico.

2. No utilice portaobjetos HBA® para seleccionar esperma para ICSI o FIV! Los portaobjetos
no son esteriles, contienen end y pueden ser ixicos. La adquisicion de este
kit no permite la seleccion de esperma en portaobjetos HBA®.

Almacenamiento:

Los portaobjetos HBA® deben almacenarse en un entorno limpio y seco a 20-28 °C.

Realizacion del ensayo:

i 4

Mat. proporcionados:  Materiales no proporcionados:

Portaobjetos HBA® Microscopio con aumento de 400x

Cubreobjetos Tubos de ensayo desechables con capsulas estériles

Instrucciones de uso del  Dispositivo de recuento mecdnico

producto Fluido tubdrico humano (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) uotro diluyente aceptable para esperma que contenga
> 0,50 mg/mL de proteina
Guantes desechables para la manipulacion de muestras
Temporizador/reloj

Pipeta para 2-10 L, puntas de pipeta desechables
Area de delineacién de reticula para microscopio

Procedimiento paso a paso:

1. Realice el ensayo a 20-30 °C.

2. (argue semen en una cdmara de ensayo.

Inmediatamente antes de utilizarla, mezcle la muestra y pipetee una gota, de 7-10 uL.
de volumen, en el centro de la cdmara de ensayo.

3. (Cologue inmediatamente el cubreobjetos: evite atrapar burbujas de aire.

El cubreobjetos proporciona una cuadricula con 100 casillas, de 0,1 x 0,1 mm,
dentro de un circulo de vision. Coloque el cubreobjetos con el circulo hacia arriba.
Para evitar las burbujas de aire, ponga en contacto un borde del cubreobjetos con
el borde de la camara, formando un angulo como los dos brazos de una bisagra
(Figura 1); baje lentamente el borde opuesto del portaobjetos, cerrando la bisagra;
cuando el portaobjetos esté muy cerca del portaobjetos, entrara en contacto con la
gota de muestra (Figura 2); continde bajando el cubreobjetos sin soltarlo; suelte el
cubreobjetos cuando el circulo esté completamente cubierto por la muestra (Figura 3);
finalmente, centre el circulo sobre la camara.

Figura 1: Ponga en contacto el cubreobjetos con el portaobjetos.

Figura 2: Ponga en contacto el cubreobjetos con la muestra.

Figura 3: Cubreobjetos en su lugar.

4. Incube la cdmara entre al menos 10 y no mds de 20 minutos. Cuente los
espermatozoides moviles, no unidos, y los espermatozoides mdviles, unidos, en el
mismo niimero de casillas de la cuadricula (la misma drea).

En 10 minutos, todo el esperma entrara en contacto con la capa de hialuronano
inmovilizado y se unird a ella. Después de 20 minutos, el esperma de motilidad débil
empezara a perder motilidad.

El movimiento progresivo del esperma mdvil unido se detendrd, pero el movimiento
activo de las colas se mantendra. El esperma muerto y sin motilidad no mostrara ningtin
movimiento de colas. El esperma mvil que no se una permanecerd nadando libre.

Se lograra una buena precision en el ensayo cuando la suma de esperma movil unido
y no unido esté entre 100-200. Cuente la clase predominante (unido o no unido) de
esperma mavil hasta haber contacto al menos 100 espermatozoides o 100 casillas de
la cuadricula. Inmediatamente, cuente la otra clase de esperma mavil en el mismo
nimero de casillas de la cuadricula.

No siempre serd posible encontrar 100 espermatozoides méviles en una muestra de
semen, en particular en muestras oligospérmicas.

5. Calcule el porcentaje de esperma unido al hialuronano.

El porcentaje de esperma unido a la capa de hialuronano se calcula de la manera
siguiente:

96 Unido = 100X Esperma mdvil unido

Esperma mévil unido + Esperma mdvil no unido
Ejemplo:
Se obtuvo un recuento de 89 espermatozoides maviles no unidos contando 100 casillas
de la cuadricula. Inmediatamente después, se conté 27 espermatozoides méviles

unidos en las 100 casillas de la cuadricula.
23 9% Unido = 100 X 27 Esperma mdvil unido

27 Esperma mdvil unido + 89 Esperma mdvil no unido

Precision del ensayo:
La precision del ensayo depende del nimero de espermatozoides contados. Cuanto més se
cuente, menos serd la varianza. Es preferible contar al menos 100 espermatozoides méviles
en total; los resultados son aceptables si se cuenta al menos 30 espermatozoides méviles
en total.
En un estudio de variabilidad dentro de tres lotes de produccién de portaobjetos y entre
los tres lotes, se analizaron muestras de semen tnicas en réplicas de portaobjetos de
ensayo. Con una muestra normal, contando ap d 196 esper id:
por réplica, los resultados (promedios (% unidos)/CV (%)/y nimeros de réplicas) fueron:
(869 855 85,0/ 4,5,4/20, 10, 10). Con una muestra andmala, oligospérmica, contando
41 esp ides, los resultados fueron: (59,0, 55,8, 58,4/18, 34,

17/20, 10,10).

Control de calidad:

Se puede utilizar semen maduro fresco para demostrar la reaccion de union entre esperma
e hialuronano; sin embargo, no hay controles de semen fresco disponibles comercialmente.
Es aconsejable que los usuarios establezcan sus propias fuentes de semen de control fresco
y desarrollen un historial asociado de puntuaciones HBA® normales y anémalas.

La reaccion de union entre esperma e hialuronano no resulta alterada por la congelacién
y descongelacion del esperma (16, 20, 25). De manera similar, el esperma procesado
mediante distribucion contra corriente o preparacion en gradiente se une normalmente
al hialuronano.

Resultados esperados:

El porcentaje de esperma unido al hialuronano va desde practicamente cero a practicamente
el 100%. En un estudio de 157 muestras de semen de pacientes presentados para el
diagnostico de sospecha de infertilidad, la mitad superior de las muestras mostr una
puntuacion HBA® media del 93 + 2,6% de union. La mitad inferior tuvo puntuaciones HBA®

Significatividad de la puntuacion HBA" para la morfologia |
I(;‘;‘:Sltalfé?g N | Sensibilidad | Especificidad | Valor predictivo positivo | p= bjektgl
) o PA 50 43,2 76,9 84,2 0.198 (NS)
PA-I° 50 513 90,9 95.2 0,012
CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015
a 55 26,5 100 100 0,01
Combinada | 157 40,0 85,5 80,9 0,001

Datos de las instalaciones recalculados con valores de corte de < 5% para morfologia y
< 809% para HBA®.

Definiciones de simbolos

Ibland kan det forekomma defekta tackglas, som har rutnatet etsat pa ovansidan i stallet
for pa den sida som kommer i kontakt med provet. Gor om analysen med ett nytt tackglas
om detta skulle intraffa. Kontakta aterforsaljaren for utbytestéckglas.

0Om det inte gar att rdkna med réknerutnétet pa grund av en luftbubbla, ska analysen goras
om med en ny brunn och ett nytt tackglas.

Resultatens signifikans:

Ett Idgt HBA®-varde aterspeglar en lag andel mogna spermier i sperman och forutsager
darfor infertilitet. Hyaluronanbindande spermier har déremot farméga att interagera med
oocyten och associeras med hdg genomisk integritet (11, 14, 21, 24), vilket forbattrar

I asagtya ind| devam edin; daire tamamen rnekle kaplaninca kapagi
birakin (Sekil 3); son olarak da daireyi bélmenin iizerinde ortalayin.
$Sekil 1: Kapag slayta temas ettirin:
$Sekil 2: Kapagi orege temas ettirin:
Sekil 3: Kapak yerinde:

4. Bolmeyi en az 10 dakika, en fazla 20 dakika boyunca inkiibe edin. Aym grid karesi
alan) icerisindeki, baglanmamis hareketli spermleri ve badlanmis hareketli spermleri
sayin.
10 dakika icerisinde, tiim spermler devinimsiz hyaluronan katmaniyla temas edip
baglanacaktir. 20 dakika sonra, zayif hareketli spermler hareketliliklerini yitirmeye
baslayabilirler.
Baglanmis hareketli spermler, asamali hareketlerini durduracaklardir, ancak aktif
kuyruk sallamalari devam edecektir. Olii ya da hareketsiz spermlerde kuyruk hareketi
goriilmez. Baglanmayan hareketli spermler, serbestce yiizerler.
Iyi bir tetkik hassaslii, baglanmi arti baglanmamis hareketli sperm sayisi 100-200
arasindayken elde edilecektir. En azindan 100 sperm veya 100 grid karesi sayilincaya
kadar, predominant hareketli sperm sinifini (baglanmis ya da baglanmamis) saym.
Derhal, ayni grid karesi icerisindeki diger hareketli sperm sinifini sayin.
Bir semen Omeginde her zaman 100 adet hareketli sperm bulmak miimkiin
olmayacaktir; 6zellikle de, oligospermik drneklerde.

5. Hyaluronana baglanan sperm yiizdesini hesaplayin.
Hyaluronan katmanina baglanan sperm yiizdesi su sekilde hesaplanir:

96 Baclanma = 100 X Baglanmis Hareketli Sperm

Baglanmis Hareketli Sperm + Baglanmans Hareketli Sperm

Omek:
100 grid karesi sayilarak, 89 baglanmamis hareketli sperm elde edilmistir. Bundan

hemen sonra, 100 grid karesi icerisinde 27 baglanmis hareketli sperm sayilmigtir.
23 % Bail ~100X 27 Baglanmis Hareketli Sperm

27 Baglanmis Hareketli Sperm + 89 Baglanmanmis Hareketli Sperm
Tetkikin Hassashgi:
Tetkikin hassashgi sayilan sperm sayisiyla baglantilidir. Ne kadar qok sperm sayilirsa,
varyans o kadar az olur. Tercihen, an azindan toplam 100 hareketli sperm sayin; en azindan
toplam 30 hareketli sperm sayildiginda, sonuglar kabul edilebilirdir.
Ug iiretim lotu slaytr arasinda yapilan bir degiskenlik calismasinda, tek semen 6mekler
tetkik slaytlarinin kopyalart halinde tetkik edilmisti. Kopya baina yaklasik 196 sperm sayisi
veren normal bir drmekle, sonuglar ((% baglanmis)/CV (%)/ve kopya sayisi) soyleydi: (86,9,
85,5, 85,0/ 4, 5,4/ 20, 10, 10). Yaklasik 41 sperm sayisi veren anormal, oligospermik bir
ornekle, sonuglar soyleydi: (59,0, 55,8, 58,4/ 18, 34,17/ 20, 10, 10).
Kalite Kontrol:
Taze olgun semen sperm-hyal bagl ksi 0 kigin kullanilabili
ancak, taze semen kontrolleri ticari olarak mevcut degildir. Kullanicilarin kendi taze semen
kaynaklarini olusturmalari ve bununla baglantili bir normal ve anormal HBA® skorlar
gecmisi gel|§t|rmelen onenllr

Consulte las Nimero de referencia | - Limite maximode | Un solo uso; no kvaliteten pd det paternala bidraget till zygoten. Hyaluronanbindning differentierar hog
instrucciones de uso temperatura reutilizar och Iag funktionell integritet och fertiliseringspotential.
I::I-j] lf B ® Vid prediktion av fertilitet & det inte ndvandigt att alla spermier har formagan att binda
till hyal , men andelen hyal bindande spermier méste n upp till en effektiv
Mantener seco No reesterilizar Fabricante Distribuidor niva for att det ska finnas en god fertilitet likhet. En hogre bind iva dn den
L effektiva nivan forbdttrar troligen inte fertiliteten ytterligare. Utifran korrelationer med
?‘ “ normal spermiemorfologi, uppskattas hyaluronanbindningsanalysnivan for differentiering
av hdgre och lagre fertilitetsexpektans till ungefar 80 %. Se tabell 1.
Usarantesde  |Solo para uso profesional (antidad Nimero de lote Tabell 1
[C55] HBA"-vérdestolkning
g Rx Only LOoT HBA -vrde (% bindning) Tolkning
>80 % bindning Normal mognad och fysiologisk funktion
Niimero de referencia| No usarsi el envase [Método de esterilizacion: Nimero de revisién <80 % bindning Minskad mognad och fysiologisk funktion
de la etiqueta esta daiiado imadiacion dela etiqueta
[STERLE] ] Kliniska prestanda:
- En undersokning som jamfdrde resulterande HBA®-vérden med normal spermiemorfologi
(strikta kriterier) genomfordes med spermaprov frén tre IVF-/andrologilaboratorier i tre
Puede solicitarse un | - Apirdgeno (menos No citotdico: Representante amerikanska delstater (CT (Connecticut), CA (California) och PA (Pennsylvania)), frén
certificado de andlisis | de T unidad de evaluadomediante |~ autorizado en patienter som lamnat prov for diagnos vid misstankt infertilitet. Minst 50 prov erholls fran
especificoal lote endotoxina por | ensayo de embriones | - [ Comunidad varje plats och HBA®-analysen utfordes pa plats i enlighet med HBA®-bruksanvisningen.
d'SPffﬂvo) monocelulares de raton|  _ Europea Objektglas for morfologi preparerades pé plats och skickades till en central anliggning dar
’::’,»J»\)) de utvdrderades av en enda granskare.
— Data analyserades med hjdlp av en tvavags kontingenstabell med morfologi (klassat
Swedish/Svenska som subfertilt vid <5 % normal morfologi, annars fertilt (4, 5, 15, 17)) och HBA®-vérde
Europeiskt patent nr 1056336 DBP/69924472.2 (Klassat som subfertilt vid <80 % bindning, annars fertilt). Signifikans testades med
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Binding Assay (spe

Pearsons statistiska Chi 2-test med programvaran SPSS for Windows. Analysen visade att
HBA®-vardet var signifikant relaterat till morfologin for vardena fran kombinerade data
(alla tre laboratorierna). Se tabell 2.

Kombinerade data visade god specificitet och positiva prediktiva varden, trots att
sensitiviteten endast var 40 %. Dérfor detekterar HBA®-analysen, med <80 % bindning
som gransvarde, mindre an hélften av spermieproven med verkligt lag morfologi, men
bland dem som detekteras med lagt HBA®-vérde finns en stark prediktion (>80 %) av délig
morfologi.

Tabell 2

Signifikans for HBA™-vérden relaterat till morfologi

Sperm-hyal spermler k ya da coziilerek
degistirilmez (16, 20 25). Benzer sekilde, spermler yiizdiriilerek veya normalde
hyaluronana baglanmis gradyan hazirlik ile islemden gegirilir.

Beklenen Sonuglar:

Hyaluronana baglanmis sperm, sifir ile %100 arasinda degisir. Infertilite siiphesi teghisine
sahip hastalardan alinan 157 semen megi ile yapilan calismada, orneklerin st yarisi
ortalama HBA® skoru olan 93 + %2,6 baglanma sonucu vermistir. Alt yarinin HBA® skoru
ise %88 ile sifir baglanma arasinda degismis ve ortalamasi 70 + %18 baglanma olmustur.
Bu dreklerin yaklasik %17 hyal ptanabilir bir bag| gostermemisti
Spermin hazirlanmasi (yiizdiirme, gradyan) bir semen Grmegindeki HA baglayicilarin
oranini degistirebilir.

Sinirlamalar ve Sorun Giderme:

Yalnizca ii saatten eski olmayan taze semen kullanin.

Ornek, en azindan 30 hareketli spermin sayilmasina izin vermelidir. Gridde 30'dan az sperm
ortaya cikarsa, en azindan 30 (baglanmis ve bagl spermi degerlendirebil
yetecek biiyiikliikte bir alanin incelenebilmesi icin, bir mikroskop retikiili takin veya
birbirini izleyen farkli mikroskop alanlarini sayin. Buna bir alternatif olarak, drmegi
konsantre edin ve konsantreyi yeniden tetkik edin.

Daima 6rnegin slaytin kaplanmis tarafina uygulandigina emin olun. Kaplanmis taraf,
“HYDAK® HBA" yazisinin rahatca okunabildigi taraftir. Spermin ve kapagin kaplanmamig
tarafa | hi¢ sperm bagl. olmadigi goriintiisiinii verir veya kapak iyice
asagiya bastinimissa, sperm hareketsiz goriinebilir.

Baglanma gozlenmedigi zaman, sonucu dogrulamak iin, rnek tetkikini bir
baska slayt iizerinde tekrarlayin.

Zaman zaman drnekle temas eden yan taraf yerine iizerindeki gridin asinmis oldugu bozuk
kapaklar olabilir. Bu durum ortaya ikarsa, tetkiki yeni bir kapakla tekrarlayin. Yenisiyle
degistirmek icin distribiitoriiniizle baglantiya gegin.

Sayma gridinin icerisindeki bir hava kabarigi saymayr dnlerse, tetkiki yeni bir bélmeyle
ve kapakla tekrarlayin.

Sonuglarin Onemi:

Diisiik bir HBA® skoru, semendeki olgun sperm oraninin diisiik oldugunu gosterir ve

Avsedd anvindning: ls:)%ﬁs 5":) Se":i;i;im Spe7ci6ﬁ;itet Positivt r;ji;(tivtvérde 0 1;)8=(NS) dolayisyla infertiliteye isaret edebilir. Bunun aksine, hyaluronana baglanan spermler,

HBA®  Sperm-Hyaluronan ~ Binding Assay  (spermie-hyall bindningsanalys) 5 : L - L oositle etkilesim konusunda yeterlidir ve yiiksek genomik biitiinlikle baglantilidir (11, 14,

ar indicerad for anvandning som en komponent i PAT 50 513 909 95,2 0,012 21, 24), bu da zigota olan paternal katkinin kalitesini yiikseltir. Hyaluronana baglanma,

1. standardanalys av spermier vid diagnostisering av misstankt manlig infertilitet. E? ;2; ;2’§ 71%’3 61%’3 0600115 yiiksek ve dUSflk.fonkSl)’O“e' bUlU"'“QU ve fertilize oI[na polan5|yelln| fa['f“'a?“f”

2. analyser for faststallande av limpligt IVF-behandlingsprogram vid infertilitet. X a . Fertilite taf Je, tim spermin hyal baglanat gine sahip olmasi

Sammanfattning: Kombinerat | 157 | 40,0 855 80,9 0,001 gerekmez, ancak iyi bir fertilite olasiigi elde etmek igin, hyaIuronana baglayiallarin

Vid naturlig fertilisering binder mogna spermier till hyal den huvudsakliga OPlatsdata omberaknade med gransvarden pa <5 % for morfologi och <80 % for HBA®. oraninin etkin bir diizeye erigmesi gerekir. Etkin dzeyin tizerinde baglanma, muhtemelen

i cumulus oophorus-skiktet, vilket omogna spermier inte gir (3,9, 13, 14, 19, 21) Symbolférklaringar fert!l!tey{ daI]afazIa |y||el§ll|rmez. Norma.ll sperm morfoltijm ile olan ilinti baz aIJnarak,

Mogna spermier binder &ven till hyaluronan som fixerats kemiskt till ett stad (9, 10), — — . — — fertilitenin disiik beklentisinden daha yiksek farkliik gdsteren Hyaluronana Baglanma

som till exempel de hyaluronanbestrukna objektglasen av glas som HBA®-kitet bestar av. s 9 e Ovre temy il Forengngsbruk. Far | Tetkiki diizeyi, yalasik 980 olarak tahmin edilmektedir Tablo 1.

I mikroskop skiljer sig bundna spermier fran icke bundna genom sina slaende svansar och I:E:I med strélning if g _ Tablo 1

huvuden som inte visar ndgon progressiv rorelse. B TILY ® . _ HBA” Skor Sonuglarinin Yorumlanmasi

Hyaluronanbindning indikerar ett lyckat slutforande av spermiogenesfaser som formedlas HBA' Skoru (%‘ba lama) Yorum _ .

med hjélpproteinet HspA2 (1, 2, 8). Vid avsaknad av hjalpproteinet finns det risk for Forvaras torrt Far ej steriliseras om Tillverkare Refer 29%80 b“?'a”‘a Normal olgunluk ve ﬁzy°|°J_'_k fonk5|_yon

defekter i meios, DNA-reparation, hyaluronanbindning och andra stegi spermiemognaden. L <%80 baglama Azalmis olgunluk ve fizyolojik fonksiyon

Spermier som saknar formaga att binda hyaluronan har dven manga aspekter gemensamt T ‘ Performans bzellikleri:

E_Ed o;nokgna spermier.:k D(:j héllerfklvar_ cy]t;)plza;rnza}o(h 'I:i;tonher ) lde uppvisar e'; Trerforsiliare Sista anvandninasda Kvantitet Satmummer U IVF'den veya androloji laboratuvarindan, infertilite siiphesi teshisine sahip hastalardan,

in(ig;eritgf .a.v:r.]s av an .a,nJe Tors:e?g:ie(r—" f ) ot Je Jarsgzr;grrehgfr::;lllgsa ' 98 ii farklr durumda (CT, CA ve PA) semen megi alinarak, HBA® skoru sonuglarini normal

férre enkelstrangsbrott i DNA &n icke bindande spermier (24) och 4 till 6 génger lagre @5 sperm morfolojisi (kesin kriterler) ile Kargilastiran bir calisma yiiritGimiistir. Her bir

frekvens av k | loidier (10, 11). Sp motilitet stimuleras tesisten en azindan 50 drnek alinmistir ve HBA® Kullanim Talimatlarina uygun olarak,

vid hyaluronanbindningen (6, 7, 14) Dirmed |dentlﬁeras en mogen spermie genom Markningsreferen- | Skaejanvandasom Endast for Markningstevision- tesiste HBA® tetkiki gerceklestirilmistir. Mqrfoloji s.I.aytIa.n t.esi_ste hazirlanmig ve tek bir

formagan att binda hyaluronan och andelen mogna spermier indikerar spermiemognaden snummer forpackningen arskadad|  yrkesméssigt bruk snummer okuyucu tarafindan skorlandiklar merkezi br yere ganderilmistir.

i ett spermaprov. Veriler, morfoloji (normal morfolojiye gore <%5 ise subfertil, aksi takdirde fertil olarak

HBA®-objektglaset: - Rx Only siniflandimimistir (4, 5, 15,17)) ve HBA® skoru (baglanma <%80 ise subfertil, aksi takdirde
o h: e " fertil olarak simiflandinlmistir) kullanilarak, iki yonlii bir olumsallik tablosu kullanilarak

HBA®-objektglaset har tva identiska hyaluronanbestrukna analysbrunnar. Genom att rakna Etsatsspecifikt | Icke pyrogen (mindre Icke cytotoxisk: Behori representant liz edilmistir. Signifik 4 Wind | yon 5pss kullanilarak, P Kick

antalet motila bundna och icke bundna spermier i ett gemensamt omrade kan andelen yscertificat f T endotoxinenhet testad med i den Europeisk analiz edilmistir. Signifikans, Windows yazihmi i¢in ullantlarak, Fearson Ki-kare

bindande spermier beraknas. ana ysserlﬂ a r]ns n Tendo oxmen ¢ estad e I en turopeiska istatistidi ile test edilmigtir. Analiz gostermistir ki; HBA® skoru birlestirilmis verilerden (her

Provinsamling och provberedni tllgangligt pa forfrdgan T-cellsmusembryoanalys |~ gemenskapen iic tesisten alinan) elde edilen veriler icin, Gnemli oranda morfolojiyle baglantilidr, Tablo 2.

o erhSIIs‘gem;\ masturberin;, helstefter 23 dagars avhllamhet, ochsamias »:):})) | MEA I EC |REP Birletirilmis veriler, hassaslik yalnizca %40 olmasina ragmen, iyi bir ozqiilliik ve pozitif

i ongdriisel degerler gastermistir. Dolayisiyla, baglamanin <%80 olarak kesildigi bir yerde,

upp i en ren, torr behallare. Forvara det i 20-28 °C i 30 minuter sa att det

Prov som fortfarande &r viskdsa efter 30 minuter kan spadas med samma volym

spermiespadningsmedium, till exempel human dggledarvétska (Human Tubal Fluid, HTF).

Utfor analysen av spermaprovet inom 3 timmar fran provinsamlingen.

Varningar och forsiktighet:

1. Sperma dr en hdlsofarlig viitska och mdste hanteras och omhdndertas i enlighet med
normala forsiktighetsdtgdrder for potentiellt smittforande, biologiskt riskmaterial. Bdr
handskar, skyddsglasdgon och laboratorierock. Desinficera allt avfall och placera det i en
behdllare for biologiskt riskavfall

2. Anvdnd inte HBA®-objektglas for selektering av sperma for ICSI eller IVF! Objektglasen
dr inte sterila, de innehdller endotoxiner och kan vara embryotoxiska. Det dr inte tilldtet

att med detta kit utfdra spermieselektion pa HBA®-objektgle

Forvaring:

HBA®-objektglasen ska forvaras i en ren, torr miljo vid 20-28 °C.

Utfor analysen:

Material som  Material som inte medféljer:

medfoljer:

HBA®-objektglas  Mik p med 400x fo [']

Tackglas Sterila engangsprovror med lock

9 g

for produkten  Human éggledarvatska (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA) eller annat
godtaghart spermiespadningsmedium innehallande >0,50 mg/ml
protein
Engangshandskar for provhantering
Timer/klocka
Plpett som kan pipettera 2-10 pl, pipettspetsar for engangsbruk

fe retikel for mikrosk
Stegvist forfarande:

1. Utfor analysen vid 20-30 °C.

2. Fyllen analysbrunn med sperma.
Omedelbart fore anvéndningen, blanda provet och pipettera en droppe, 7-10 pl
i volym, till mitten av analysbrunnen.

3. Placera omedelbart téckglaset pa plats och undvik att f& in luftbubblor.
Tackglaset har ett rutndt om 100 rutor, 0,1 x 0,1 mm, inuti en cirkel for

Turkish/Tiirk¢e
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Kullanim Amaai:

HBA® Sperm-Hyall Bagl Tetkiki asagidakini

iizere gelistirilmistir:

1. erkekiinfertilitesi siiphesinin teghisinde standard semen analizi.

2. infertilitenin uygun UVF tedavi seklinin saptanmasi analizi.

Ozet:

Dogal dollenmede, olgun sperm kiimiliis ooforus matrisinin ana bilegeni olan hyaluronana

baglanir; olgun olmayan sperm baglanmaz (3,9, 13, 14,19, 21).

Olgun sperm, HBA® kitini olusturan hyaluronanla kaplanmis cam slaytlar gibi bir destege

de (9, 10) kimyasal olarak eklenmis b da baglanir. Mikroskopta incelendiginde,

baglanmis sperm baglanmamig spermden ileriye dogru hareket etmeyen bash sallanan

kuyruklarla aynlir.

Hyaluronana baglanma, HspA2 saperon protein (1, 2, 8) araciligiyla spermiojenik olaylarin

ba§ar|y|a tamamlandlglm gosterir. Saperonun yoklugunda, mayoz eksikligi, DNA onarimi,
ve spermdeki diger adimlar ortaya cikabilir.

Hyalurunana baglanamayan sperm solgun olmamanin pek cok yoniinii paylagir: bunlar

sitoplazmayi ve histonlan korur (9), daha sik aberant morfolop gosterirler (18, 22 23) ve

bir bileseni olarak kullanilmak

hyaluronan baglayicilara gdre daha disiik bir genomik bii

HBA® tetkiki gercekten diisik morfolojiye sahip semen Greklerinin yansindan azini
saptamaktadir, ancak diisiik HBA® skoruna sahip olarak saptananlar arasinda, giiclii bir
zayif morfoloji ngoriisii (>%80) vardir.

Tablo 2
HiBA®skorunun Morfol ojiyegd™ A gi rligi

CalgmaTesisi | N | Hassaslik | Ozgiilliik | Pozitif Ongoriisel Deger | p=
PA 50 43,2 76,9 84,2 0,198 (NS)
PA-I® 50 513 90,9 95,2 0,012
CA 52 54,2 78,6 68,4 0,015
a 55 26,5 100 100 0,01
Birlestirilmis | 157 40,0 855 80,9 0,001
OMorfoloji icin <%5 ve HBA® icin <%80 kesme olarak yeniden hesaplanan tesis verileri.
Sembol Tanimlari
Kullanma Talimatlarina |Isinlama Kullanarak | ~ Yeniden Sterilize | Sadece Profesyonel
Bakin Sterilize Edilmistir Etmeyin Kullanim igin
Rx Only
Kuru Tutun Sicaklik Ust Sinin Uretici Referans Numarasi
L /lr 3 °C I
Distribiitor Son Kullanma Tarihi Miktar

-

baglayialar, baglayia olmayanlardan (24) ¢ok daha az DNA tek dizisi klrllmasma ve
bir 4e 6 katlamal k

Placera tackglaset pa plats med cirkeln uppat. Undvik luftbubblor genom att placera
tackpl ena kant mot | kant sa att de bildar en vinkel, som tva delar av
ett gangjam (figur 1). Sank langsamt ned téckglasets motsatta kant, s att gangjémet
stings — nar tackglaset &r tillrackligt néra objektglaset kommer det i kontakt
med provdroppen (figur 2). Fortsatt att sanka ned tackglaset utan att slappa det.

motilitesi, baglanan hyaluronanla uyarilir (6, 7, 14). Boylece, hyaluronana baglanma
yetenedi olgun bir sperm belirler ve the olgun sperm orani, bir semen drmeginde spermin
olgunlugunu gosterir.

Etiketleme Referans | Ambalaj hasarliysa |  Tek Kullanimlik; ~|Etiketleme Revizyon
N kull y Yeniden Kull Numarasi
sahiptirler —f @ ® -
Talep iizerine lota Pirojen degildir | Sitotoksik degildir: Avrupa
| andploid (10, 11) diisiik frekansina sahiptirler. Sperm 0z bir Analiz (cihaz bagina 1 hiicreli Fare Toplulugunda
Sertifikasi temin 1endotoksin | Embriyosu Tetkiki ile Yetkili
edilebilir biriminden diisiik) | test edilmistir Temsilci
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