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PICSI® Sperm Selection Device
Instructions for Use
Manufacturer: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributor: CooperSurgical, Telephone (US): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Intended Use: In the treatment of infertile couples by Intracytoplasmic 
Sperm Injection (ICSI), the PICSI® Sperm Selection Device is indicated for the 
selection of mature sperm for injection.

Principle of the Device: Hyaluronan is a main component of the cumulus 
oophorus matrix that surrounds the oocyte. The head of a mature sperm carries 
a hyaluronan-specific receptor that enables mature sperm to bind to hyaluronan 
(1). In contrast, immature sperm do not bind. Mature sperm exhibit a 
high DNA chain integrity (2), a normal frequency of chromosomal aneuploidies and 
provide a paternal contribution to the zygote comparable to that of sperm selected 
by the zona pellucida during natural fertilization (3). 

In the usual practice of ICSI, sperm are visually selected for injection on the 
basis of their morphology and motility. However, this approach does not reflect 
the genomic integrity of the sperm and its ability to provide the best paternal 
contribution to the zygote. The PICSI® Sperm Selection Device provides a means 
to select mature sperm based on their ability to bind to hyaluronan hydrogel. The 
PICSI® Sperm Selection Device mimics the natural binding of mature sperm to the 
cumulus oophorous, an important selective step in natural fertilization.

Description: The PICSI® Sperm Selection Device is a polystyrene culture dish 
with three microdots of hyaluronan attached to the interior bottom. Three locating 
lines embossed on the bottom exterior of the dish facilitate the location of the 
microdots. The microdot is found in an area approximately 2 mm wide and 3 mm 
long projecting from the end of the locating line. The device is sterile, Sterility 
Assurance Level 10-6, essentially free of endotoxin and non-toxic to embryos.

Preparation for use: Hydrate the hyaluronan microdots by placing single 10-µL 
droplets of Human Tubal Fluid (HTF) containing at least 5 mg/mL serum protein 
or other suitable sperm diluent at the end of each locating line covering the area 
where the microdot is situated (Figure 1). Alternatively, the sperm suspension 
can be added directly to the dry microdot. Drops of Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
or other fluids useful for manipulating sperm may also be placed elsewhere on 
the dish at this time. Carefully flood the dish with tissue culture oil to prepare it 
for use. Hydrating the microdot before applying the sperm gives the hyaluronan 
time to swell. Swelling and sperm binding begin normally in 5 minutes or less. 
However some microdots may require 30 minutes or more to reach full binding 
capability. Therefore, whenever marginal sperm binding is observed, pre-hydrate 
for 30 minutes or more, or allow sperm to incubate on the dot for 30 minutes or 
more before selecting sperm. 

Using the PICSI® Sperm Selection Device: Add the sperm to the pre-
hydrated microdot in a volume equal to or greater than that used to pre-hydrate 
the dot (approximately 10 µL). Touch the tip of the micropipette containing the 
sperm to the edge of the hydrating drop at the bottom of the dish under the oil and 
expel the sperm. By delivering the sperm in a volume equal to the hydrating fluid, 
immediate mixing and delivery of sperm to the vicinity of the microdot is assured. 
If the sperm are delivered in a smaller volume at the edge of the drop, greater than 
30 minutes may be required for them to swim through the hydrating fluid to the 
microdot. Once bound, hyaluronan-bound sperm are easily identified: they exhibit 
no progressive migration despite vigorous tail beating.

Factors governing sperm binding: To rapidly populate the microdot with 
bound sperm, place approximately 100,000 hyaluronan-binding sperm per mL 
(approximately 1,000-2,000 total sperm in 10-20 µL volume) over the microdot, 
see Figure 2. As time passes, the number of bound sperm will increase as more 
swimming sperm make contact with the hyaluronan microdot.

Sperm Location Selection: The wall of the hyaluronan microdot is a physical barrier 
to which many sperm will bind since this is usually the first point of contact. It is 
sometimes difficult to distinguish whether the sperm are bound or they are simply 
swimming against the edge of the microdot. You may be sure of selecting bound 
sperm by selecting them from the interior of the microdot.

Obtaining a good density of bound sperm: If the density of bound sperm is too 
high or too low for good sperm selection, dilute or concentrate the prepared sperm 
sample and use the adjusted sperm sample to seed the next microdot. Three 
microdots are provided on each PICSI® Sperm Selection Device to give a sufficient 
opportunity.

Sperm collection: To collect a bound sperm, position the tip of the ICSI micropipette 
next to the sperm and gently suck fluid into the pipette, drawing in the sperm. 
Continue collecting until 20-50 sperm are captured. Expel the captured sperm into 
a PVP drop to process them for ICSI (inactivating the tail, re-evaluating motility and 
morphology.) From the PVP droplet, select and load single, processed sperm for 
injection into the oocytes according to your standard injection protocol.

Temperature: Sperm bind best to hyaluronan hydrogel at temperatures below 30°C. 
At temperatures above 30°C, sperm swimming vigor increases and the swimming 
force may overcome the binding force. The result is that about one-third of sperm 
bound at room temperature will show some progressive migration at 37°C and may 
be deemed not bound, immature. PICSI® Sperm Selection Device dishes placed on 
a 37°C heated stage will come to about 33°C and then remain at that temperature. 
At 33°C or even at 37°C, many bound sperm will remain available for selection.

Technique considerations: Microdot shape: The PICSI® Sperm Selection Device 
hyaluronan microdot is crater-shaped. The edge of the microdot is a raised wall 
of hydrogel surrounding a low, flat interior layer. The wall is flexible and may be 
irregular in shape due to uneven hydration of the hydrogel. 

The hydrogel wall can be pierced and torn by an ICSI micropipette driven directly 
into it. It is best to position the elevated micropipette tip over the microdot interior 
and lower it to the microdot surface for recovery of sperm.

Microdot caves: During manufacture, uneven hydration may cause segments of the 
microdot wall to create small “caves” that open toward the inside edge of the wall. 
Sperm that swim into a cave are trapped, not bound. Trapped sperm usually all face 
away from the center of the microdot and show vigorously beating tails, often in 
clusters. The heads of trapped sperm can move laterally and sometimes back and 
forth within the walls of the cave. Trapped sperm should not be selected since their 
binding status is unclear.

Microdot stability: If a part of the wall separates from the polystyrene, the same 
forces that create caves can cause the microdot wall to progressively detach from 
the dish and coil up like a spring. When this occurs, some or all of the wall will 
separate from the microdot. However, the microdot interior hyaluronan layer will 
remain intact. The interior hyaluronan layer is stable for hours, it collects and 
houses bound sperm that may be used for ICSI. Sperm bound to the curled up wall 
remnant should not be used for sperm selection and isolation. 

Troubleshooting: If sperm do not bind to the microdot: 

1. Determine that the sperm sample contains mature, hyaluronan-binding sperm 
by assaying with an HBA® Hyaluronan Binding Assay. If the HBA score is near zero 
(<5%), no sperm binding is expected (In some laboratories, as much as 10% of 
the donor sperm population shows no sperm binding. This is a significant factor 
contributing to infertility). 

2. How long have the sperm been incubated on the microdot? Binding is directly 
related to the time allowed for binding. Sperm bind when they make contact with 
the hyaluronan microdot, swimming randomly. The number of sperm bound to the 
dot will grow with time as more sperm encounter the hyaluronan microdot. Check 
the microdot periodically over two hours to see if sufficient bound sperm have 
accumulated for an ICSI procedure.

3. The density of hyaluronan-binding sperm is critical. Rapid population of the 
microdot requires a density of at least 100,000 hyaluronan-binding sperm per mL. 
If the HBA score is low, the total sperm density must be increased to deliver an 
effective number of hyaluronan-binding sperm. For example: if the HBA score is 
10%, 1,000,000 total sperm per mL will be required to deliver 100,000 hyaluronan-
binding sperm per mL.

Warning: U.S. Federal law restricts this device to the sale by, or on the order of, 
a physician. A Certificate of Analysis, if not already provided with the shipment, 
is available on request from the distributor. This device is covered under US 
patent 5,897,988 and the corresponding foreign patent applications. 
Questions or Comments: Please contact the Distributor at the telephone or 
e-mail address given above.
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Figure 1, The PICSI® dish 

Figure 2, Sperm binding versus time and sperm density.







 Sperm binding as a function of sperm density  Sperm bound per dot 
 Time  (min)

Symbol Definitions 

Consult Instructions 
for Use

 

Sterilized Using 
Irradiation

 

Upper Limit of 
Temperature

Keep Dry Do Not Resterilize Manufacturer

 

Single Use; Do Not Reuse Professional Use Only 

 

Quantity

Non-pyrogenic (less than 
1 endotoxin unit per 

device)

Non-cytotoxic: tested 
by 1-cell Mouse Embryo 

Assay

Authorised Representative 
in the European 

Community

Distributor Use By Lot Number

Labeling Reference 
Number

Labeling Revision 
Number

Do not use if package is 
damaged 

A lot specific Certificate 
of Analysis is available 

on request

Reference Number

Bulgarian/Български
PICSI® Изделие за селекция на сперма
Инструкции за употреба
Производител: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA (Пенсилвания) 
19044 САЩ

Дистрибутор: CooperSurgical, Телефон (САЩ): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Предназначение: при лечение на бездетни двойки посредством 
интрацитоплазмено спермално инжектиране (ICSI), изделието за селекция на 
сперма PICSI® е показано за селекция на зряла сперма за инжектиране.

Принцип на изделието: хиалуронан е основен компонент на слоя 
гранулозни клетки cumulus oophorus, който заобикаля яйцеклетката. Главата 
на зрелия сперматозоид е носител на хиалуронан-специфичен на зрелия 
сперматозоид да се свърже с хиалуронан (1). Обратно, незрелият 
сперматозоид не се свързва. Зрелият сперматозоид се 
характеризира с висока степен на цялост на ДНК веригата (2), нормална 
честота на хромозомни анеуплоидии и осигурява бащински принос към 
зиготата, подобен на този на сперматозоида, селектиран от zona pellucida по 
време на естественото оплождане (3). 

При обичайната практика на ICSI сперматозоидите се подбират за инжектиране 
визуално въз основа на тяхната морфология и подвижност. Този подход не 
отразява цялостта на генома на сперматозоида и неговата способност да 
осигури най-качествения бащин принос за зиготата. Изделието за селекция 
на сперма PICSI® осигурява начин за селекция на зрели сперматозоиди въз 
основа на тяхната способност за свързване с хиалуронан хидрогел. Изделието 
за селекция на сперма PICSI® имитира естественото свързване на зрелия 
сперматозоид към cumulus oophorous, което е важна стъпка за селекция при 
естественото оплождане.

Описание: изделието за селекция на сперма PICSI® представлява 
контейнер тип „Петри“ от полистирен с три микроточки хиалуронан, 
прикрепени към дъното от вътрешната страна. Три релефни линии 
от  външната страна на дъното на контейнера улесняват локализирането на 
микроточките. Микроточката се открива в зона с широчина приблизително 
2 мм и дължина 3 мм, която се проектира от края на линията за локализиране. 
Изделието е стерилно, ниво на осигурена стерилност 10-6, главно без 
ендотоксин и не е токсично за ембрионите.

Подготовка за работа: хидратирайте микроточките с хиалуронан, като 
поставите по една капчица от 10-µL от HTF (Human Tubal Fluid), съдържаща 
поне 5 mg/mL серумен протеин или друг подходящ разредител на сперма 
в края на всяка линия за локализиране, като покриват зоната, в която 
са  разположени микроточките (фигура 1). Като алтернатива суспенсията 
от сперматозоиди може да бъде директно добавена към сухата микроточка. 
По същото време могат да се поставят на друго място върху контейнера капки 
поливинилпиролидон (PVP) или друг вид течности, полезни за манипулиране 
на сперматозоидите. Внимателно залейте контейнера с масло за тъканни 
култури, за да го подготвите за употреба. Хидратирането на микроточката 
преди внасянето на спермата осигурява време на хиалуронана да набъбне. 
Набъбването и свързването на сперматозоиди започва нормално след 
5 минути или по-рано. Въпреки това, при някои микроточки са необходими 
30 или повече минути, за да достигнат пълния свързващ капацитет. Поради 
това, винаги когато се наблюдава ограничено свързване на сперматозоидите, 
хидратирайте предварително в продължение на 30 или повече минути 
или оставете сперматозоидите да бъдат инкубирани върху точката 
в  продължение на 30 или повече минути преди да започнете селекция 
на сперматозоиди. 

Използване на PICSI® Изделие за селекция на сперма: добавете 
спермата към предварително хидратираната микроточка в количество 
равно или по-голямо от това, използвано за предварителното хидратиране 
на  точката (приблизително 10  µL). Допрете върха на микропипетата, 
съдържаща сперма, към края на хидратиращата капка на дъното на 
контейнера под маслото и изпуснете спермата. Като се поставя сперма 
в  обем, равен на хидратиращата течност, се осигурява незабавно смесване 
и поставяне на спермата в близост до микроточката. Ако сперматозоидите 
се поставят в по-малък обем към края на капката, то ще им е необходим 
интервал по-голям от 30 минути, за да доплуват през хидратиращата течност 
до микроточката. Веднъж свързани, хиалуронан-свързаните сперматозоиди 
лесно може да се идентифицират: те показват отсъствие на придвижване 
въпреки енергичните движения на камшичето.

Фактори, управляващи свързването на сперматозоидите: за да се запълни 
бързо микроточката със свързани сперматозоиди, поставете приблизително 
100  000 хиалуронан-свързани сперматозоиди на един mL (приблизително 
общо 1 000 - 2 000 сперматозоида в обем 10 - 20 µL) върху микроточката, вж. 
фигура 2. С напредване на времето броят на свързаните сперматозоиди ще се 
увеличава, тъй като все повече плуващи сперматозоиди ще влязат в контакт 
с хиалуронана от микроточката.

Място за селекция на спермата: стената на хиалуронановата микроточка 
е  физическа бариера, към която много сперматозоиди ще се свържат, тъй 
като това е първата точка на контакт. Понякога е трудно да се разграничи дали 
сперматозоидите са свързани или просто плуват срещу ръба на микроточката. 
Може да сте сигурни, че сте селектирали свързани сперматозоиди, като ги 
подбирате от вътрешната страна на микроточката.

Получаване на добра плътност на свързани сперматозоиди: ако плътността 
на  свързаните сперматозоиди е прекалено висока или ниска за добра 
селекция на сперматозоиди, разредете или концентрирайте подготвената 
проба от сперма и използвайте коригираната проба сперма за посяване 
в следващата микроточка. На всяко изделие за селекция на сперма PICSI® са 
поставени три микроточки, за да се осигурят достатъчно възможности.

Извличане на сперматозоид: за да извлечете свързан сперматозоид, 
поставете върха на микропипетата ICSI до сперматозоида и внимателно 
засмучете течността в пипетата, като изтегляте и сперматозоида. Продължете 
да извличате, докато захванете 20-50 сперматозоида. Изпуснете захванатите 
сперматозоиди в капка PVP, за да ги обработите за ICSI (инактивиране 
на камшичето, преоценка на мотилността и морфология). От капчицата 
PVP изберете и извлечете един обработен сперматозоид за инжектиране 
в ооцитите според стандартния ви протокол за инжектиране.

Температура: сперматозоидът се свързва с хиалуронан хидрогела при 
температури, по-ниски от 30°С. При температури над 30°C силата на движение 
на сперматозоида се увеличава и може да преодолее силата на свързване. 
Резултатът е, че около една трета от сперматозоидите, свързани при стайна 
температура, ще демонстрират в известна степен продължаваща миграция 
при 37°C и могат да бъдат определени като несвързани, незрели. Контейнерът 
на изделието за селекция на сперма PICSI®, поставен на подгряваща 
платформа при 37°C ще достигне до около 33°C и след това ще остане на тази 
температура. При 33°C или дори 37°C много свързани сперматозоиди ще 
останат годни за селекция.

Технически съображения: форма на микроточката: хиалуронановата 
микроточка на изделието за селекция на сперма PICSI® е оформена като 
кратер. Ръбът на микроточката е повдигната стена от хидрогел, заобикаляща 
нисък плосък вътрешен слой. Стената е еластична и може да е с неправилна 
форма, поради неравномерното хидратиране на хидрогела. 

Стената от хидрогел може да бъде пробита и разкъсана с микропипета 
за  ICSI, насочена пряко в нея. По-добре е да поставите повдигнатият връх 
на микропипетата над вътрешната част на микроточката и да го наведете към 
повърхността на микроточката, за да извлечете сперматозоиди.

Вдлъбнатини в микроточката: при производството неравномерната 
хидратация може да предизвика образуването в сегменти на микроточката 
на малки „пещери“, които са отворени към вътрешния ръб на стената. 
Сперматозоидите, които попаднат в „пещерата“ са уловени, а не свързани. 
Обикновено всички уловени сперматозоиди са насочени обратно на центъра 
на микроточката и показват енергично движещи се камшичета, като често 
са на групички. Главите на уловените сперматозоиди могат да се движат 
настрани и понякога напред и назад в рамките на стените на „пещерата“. 
Уловените сперматозоиди не трябва да се селектират, тъй като тяхното 
състояние на свързване е неясно.

Стабилност на микроточката: ако част от стената се отдели от полистирена, 
то същите сили, които създават „пещерите“, могат да отделят стената на 
микроточката от основата и да се завие подобно на пружина. Когато това 
се  случи, част или цялата стена ще се отдели от микроточката. Въпреки 
това, вътрешният хиалуронанов слой на микроточката ще запази целостта 
си. Вътрешният хиалуронанов слой е стабилен в продължение на часове, като 
събира и задържа свързаните сперматозоиди, които могат да се използват за 
ICSI. За селектиране и извличане не трябва да се използват сперматозоиди от 
нагънатия остатък от стена. 

Отстраняване на неизправности: ако сперматозоидите не се свързват 
към микроточката: 

1. Определете дали пробата от сперма съдържа зрели хиалуронан-свързани 
сперматозоиди, като ги изследвате посредством HBA® хиалуронан-свързващо 
изследване. Ако резултатът от HBA е близък до нула (<5%), не се очаква 
свързване на сперматозоиди (В някои лаборатории до 10% от групата донори 
на сперма показва отсъствие на свързване на сперматозоиди. Това е значим 
фактор, който допринася за безплодие). 

2. Каква е продължителността на инкубиране на сперматозоидите 
в  микроточката? Свързването е пряко зависимо от времето, оставено 
за свързване. Сперматозоидите се свързват, когато осъществят 
контакт с хиалуронановата микроточка, като плуват свободно. Броят на 
сперматозоидите, свързани към точката, ще нараства с времето, тъй 
като повече сперматозоиди се срещат с хиалуронановата микроточка. 
Проверявайте периодично микроточката в продължение на два часа, 
за  да видите дали са се натрупали достатъчно свързани сперматозоиди за 
ICSI процедурата.

3. Плътността на хиалуронан-свързаните сперматозоиди е критична. Бързото 
запълване на микроточката изисква плътност от поне 100 000 хиалуронан-
свързани сперматозоиди на един mL. Ако стойността на HBA е ниска, общата 
плътност на сперматозоиди трябва да се увеличи, за да се получи ефективен 
брой хиалуронан-свързани сперматозоиди. Например: ако HBA оценката е 
10%, ще са необходими общо 1 000 000 сперматозоида на mL, за да се получат 
100 000 хиалуронан-свързани сперматозоида на mL.

Предупреждение: федералният закон на САЩ разпорежда продажбата 
на това изделие да става от или по назначение на лекар. Сертификат на 
анализа, ако не е предоставен още при доставката, е достъпен при поискване 
от дистрибутора. Това изделие е защитено от патент 5 897 988 на САЩ 
и съответните приложения на чужди патенти. 
Въпроси или коментари: Може да се свържете с дистрибутора на телефона 
или на електронния адрес, предоставени по-горе.

Литература:
1. Huszar, G., и колектив. 2003. Свързването на хиалуронова киселина от 
човешки сперматозоиди показва клетъчна зрялост, жизненост и нереагирало 
акрозомно състояние. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk и G. Huszar. 2010. Сперматозоиди, свързани 
с хиалуронова киселина в твърдо състояние, показват хроматинова структура 
с висока степен на цялост на ДНК веригата: флуоресцентно проучване 
с акридин оранжево. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. и колектив. 2005. Интрацитоплазмено инжектиране на 
сперматозоиди: нов метод за селекция на сперматозоиди с нормална честота 
на хромозомни анеуплоидии. Fertil. Steril. 84(6):1665-73. 

Фигура 1, контейнерът PICSI® 

Фигура 2, Свързване на сперматозоиди спрямо време и плътност 
на сперматозоидите.

 Свързване на сперматозоидите като функция от тяхната плътност 
 Свързани сперматозоиди на точка  Време (мин)
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PICSI®® 精子选择装置

使用说明 

制造商： Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

经销商: CooperSurgical,，电话（美国）： +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

预期用途： 在对不育夫妇使用“精子卵浆内注射技术(ICSI)”
治疗期间，PICSI®® 精子选择装置适用于选择注射用成熟精
子。

装置原理： 透明质酸是包绕卵母细胞的卵丘 (cumulus 
oophorus) 基质的主要成分。 成熟精子的头部含有透明质酸
特异性受体，后者使成熟精子能与透明质酸相结合 (1)。 
与此相反，未成熟精子不能与透明质酸结合。 成熟精子呈
现高度的 DNA 链完整性 (2) 及正常的染色体非整倍体出现频
率，而且作为父方成分它与自然受精过程中透明带选择的
精子在受精中的功能是相当的 (3)。 

在 ICSI 的常规应用中，可在目视下根据精子的形态特征和
活动力来选择注射用精子。 但此方法不能反映精子的基因
组完整性，也无法说明精子作为父方成分是否具有最佳受
精力。 利用 PICSI® 精子选择装置，可以根据精子与透明质酸
凝胶相结合的能力来选取成熟精子。 PICSI®® 精子选择装置
是在模仿成熟精子与卵丘自然结合的基础上设计而成，这
一选择性结合步骤在整个自然受精过程中具有重要意义。

说明： PICSI®® 精子选择装置是一种聚苯乙烯培养皿，其内
底部附着三个透明质酸微点。 利用此培养皿外底部上所压
印的三条定位线，能方便地找到这些微点。 微点处在一个
从定位线末端伸出的面积约为 2 mm（宽）x 3 mm（长）的区
域内。 本装置已经过灭菌，“无菌保证水平”达到 10-6，确保
不含内毒素，对胚胎无毒性。

使用前准备： 通过以下方法对透明质酸微点进行水合处
理：在覆盖微点所在区域的每条定位线的末端，滴加至少
含有 5 mg/mL 血清蛋白或其他合适精子稀释液的一小滴 10-µL 
人输卵管液 (HTF)（图 1）。 或者，可以将精子悬液直接滴
加在干燥的微点上。 此时，也可在培养皿上的其他点滴
加聚乙烯吡咯烷酮 (PVP) 或其他用于处理精子的液体。 请
小心地给培养皿注满组织培养油，以备使用。 在滴加精子
之前，应先对微点进行水合处理，以使透明质酸逐渐变膨
胀。 通常在 5 分钟以内，透明质酸开始变膨胀并与精子结
合。 但某些微点可能需要 30 分钟或更久时间，才能达到
完全的结合力。 因而每当观察到最低程度的精子结合时，
应预先水合处理 30 分钟或更久，或是让精子在微点上培养 
30 分钟或更久，然后再选取精子。 

使用 PICSI®® 精子选择装置： 把精子滴加到预先水合的微点
上，滴加量等于或大于预先使微点水合所用的量（约 10 
µL）。 使内装精子的微量加液器的尖端接触到位于培养皿
底部（其上覆盖组织培养油）的水合液滴的边缘，并挤出
精子。 按相等于水合液的量滴加精子，以确保能够快速地
进行混合及将精子移送至接近微点处。 如果在水合液滴的
边缘滴加较少量的精子，可能需要 30 分钟以上的时间，精
子才能游过水合液而到达微点处。 可根据以下现象轻易地
识别出与透明质酸结合的精子： 虽然精子尾部摆动有力，
但精子的游动停滞不前。

精子结合控制因素： 为了快速地使结合精子布满微点上，
请将浓度约 100 000 个/mL（10 至 20 µL 液量中大约总共含 1 000 
至 2 000 个精子）的透明质酸结合精子滴加在微点上（请参
见图 2）。随着时间的推移，更多游动的精子会与透明质
酸微点相接触，因而结合精子的数量将增加。

选择精子结合位置： 透明质酸微点的外壁构成一个物理屏
障，由于它通常是精子的第一个接触点，因而许多精子会
结合到此壁上。 有时难以区分精子是已经结合，还是只是
游到微点的边缘处。 可从微点内部选择精子，以确保选取
到结合精子。

获得适宜的结合精子密度： 如果结合精子密度对于选择合
适的精子而言太高或太低，请将制备好的精子样本稀释或
浓缩，并把调整过的精子样本种植到下一个微点上。 每
个 PICSI® 精子选择装置上均有三个微点，以提供足够的结
合次数。

精子采集： 为了采集到结合精子，请将 ICSI 微量加液器的
尖端置于精子旁边，然后轻轻地将液体吸入加液器中，
从而也将精子吸入其中。 连续进行采集，直到获得 20 至 
50 个精子为止。 将采集到的精子挤到 PVP 液滴中，来对这
些精子进行处理以用于 ICSI（使尾部不活动，并重新评估
活动力和形态特征）。 从 PVP 液滴中选择并注入单个的处
理过的精子，以按照常规注射方案将其注射到卵母细胞
中。

温度： 在 30°C 以下，精子能最好地与透明质酸凝胶相结
合。 在超过 30°C 的温度下，精子游动活力将增强，而且其
游动力可能会强于结合力。 结果，约有三分之一于室温下
结合的精子会在 37°C 温度下呈现相当积极的游动，并可能
视为未结合和不成熟的精子。 处于 37°C 加热阶段的 PICSI®精
子选择装置培养皿将达到约 33°C 的温度，然后会保持在该
温度下。 在 33°C 甚或 37°C 下，许多结合精子仍可供选择。

操作技巧需要考虑的问题： 微点形状： PICSI®® 精子选择装
置的透明质酸微点呈火山口状。 微点边缘是一圈抬高的围
绕低平内层的凝胶壁。 此壁易弯曲变形，并可能由于凝胶
水合不均匀而变得形状不规则。 

此凝胶壁会因 ICSI 微量加液器直接推入其中而被刺穿和撕
裂。 因此，最好是先抬高微量加液器尖端以使其置于微
点内部，然后将此尖端放低到与微点表面平齐，以便取回
精子。

微点腔隙： 在操作的过程中，水合不均匀可能会使微点壁
产生朝向内缘的微小腔隙。 游入腔隙的精子陷入其中获，
但不发生结合。 陷入其中的精子通常都是背对微点中心，
尾部摆动有力，而且经常是成群聚集。 陷入精子的头部可
以横向移动，而且有时会在腔隙的各个壁之间来回游动。 
由于尚不清楚被陷入精子的结合状态，因而不得选择它
们。

微点稳定性： 如果小室壁的一部分与聚苯乙烯层分开，则
形成腔隙时所施加的作用力也会使微点壁逐渐地与培养皿
分离及像弹簧一样发生卷曲。 如果出现这种情况，此微
点壁的一部分或全部将与微点发生分离。 但微点的透明质
酸内层会保持完整无损。 此透明质酸内层可处于稳定状态
数小时，而且它会采集和容纳可用于 ICSI 的结合精子。 已
经与卷曲残壁相结合的精子不得再用于精子选择和分离。 

疑难解答： 如果精子没有与微点结合： 

1. 应通过 HBA® 透明质酸结合分析法确定精子样本中是否包含
与透明质酸结合的成熟精子。 如果 HBA 评分接近零 (<5%)，
表示无精子结合情况（在某些实验室中发现，所捐献精子
群中多达 10% 的精子都未显示结合情况。 这是导致不育的
一项重要因素）。 

2. 精子已在微点上培养多久？ 结合力与结合持续时间直接
相关。 精子在与透明质酸微点接触时会发生结合，同时可
任意游动。 随着时间的推移，更多精子会碰到透明质酸微
点，因而结合到此微点上的精子的数量将增加。 应在 2 小
时内定时检查微点，来了解是否已采集到足够多的结合精
子以用于 ICSI 治疗。

3. 透明质酸结合精子的密度是一项关键指标。 微点的快速
布满精子要求透明质酸结合精子的密度至少达到 100 000 个/
mL。如果 HBA 评分较低，则只有提高总精子密度，才能提
供有效数量的透明质酸结合精子。 例如： 如果 HBA 评分为 
10%，则总密度只有达到 1 000 000 个/mL，才能使每 mL 液体中
含有 100 000 个透明质酸结合精子。

警告： 美国联邦法律规定本装置只能由医生或凭医嘱销
售。 《分析证明书》（如果出货时未随附）将由经销商处
承索即寄。 本装置适用美国专利 5,897,988 及相应的其他国
家/地区专利申请。 

问题或意见： 请通过上述电话号码或 e-mail 地址与经销商
联系。

参考文献：
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图 1：PICSI® 培养皿。 

图 2：精子结合力与时间和精子密度的关系。

以精子结合力为精子密度函数每微点精子结合数 
 时间（min）
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Czech/Česky
Zařízení k selekci spermií PICSI®

Návod k použití
Výrobce: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributor: CooperSurgical, telefon (US): +203-601-5200, 
www.hba-picsi.com

Použití: Zařízení k selekci spermií PICSI® se používá při výběru zralých spermií 
určených k intracytoplazmatické injekci spermií (ICSI) při léčbě u neplodných párů.

Princip zařízení: Hlavní složkou vrstvy cumulus oophorus obklopující 
oocyt je hyaluronan. Hlavička zralé spermie nese hyaluronan-specifický receptor, 
kterým se zralá spermie váže na hyaluronan (1). Na rozdíl od zralých spermií se 
nezralé spermie nevážou. Zralá spermie vykazuje vysokou integritu 
řetězce DNA  (2), normální frekvenci chromozomálních aneuploidií a představuje 
genetický vklad do zygoty ze strany otce srovnatelný s vkladem spermie zvolené 
zónou pellucidou během přirozeného oplodnění (3). 

Při běžně prováděné proceduře ICSI se spermie vhodné k  injekci vybírají vizuálně 
na základě jejich morfologie a motility. Tento přístup však nezohledňuje integritu 
genomu spermie a její schopnost poskytnout co nejlepší genetický vklad do zygoty 
ze strany otce. Zařízení k selekci spermií PICSI® umožňuje volbu zralé spermie 
na základě její schopnosti se navázat na hydrogel hyaluronanu. Zařízení k selekci 
spermií PICSI® napodobuje přirozené vázání zralých spermií na cumulus oophorous. 
Tento proces představuje jeden z důležitých kroků při přirozeném oplodnění.

Popis: Zařízení k selekci spermií PICSI® je polystyrénová kultivační miska se třemi 
mikrotečkami hyaluronanu na vnitřní straně dna. Tři lokalizační čáry vytlačené na 
vnější straně dna misky ulehčují lokalizaci mikroteček. Mikrotečka se nachází v asi 
2 mm široké a 3 mm dlouhé oblasti na konci lokalizační čáry. Zařízení je sterilní – 
úroveň zajištění sterility 10-6 – prakticky bez endotoxinu a je pro embrya netoxické.

Příprava k použití: Hyaluronanové mikrotečky hydratujte nanesením jedné 
10µl kapénky lidské tubární tekutiny (HTF) obsahující alespoň 5 mg/ml sérového 
proteinu nebo jiného vhodného ředidla spermií na konec každé lokalizační čáry 
tak, aby byla oblast s mikrotečkou pokryta (obr. 1). Eventuálně je možné přidat 
suspenzi spermií přímo na suchou mikrotečku. Kapky polyvinylpyrrolidonu (PVP) 
nebo dalších tekutin potřebných při manipulaci se spermiemi lze nyní také umístit 
kamkoli na misku. Opatrně naplňte misku olejem pro tkáňové kultury. Miska je 
nyní připravena k použití. Hydratací mikrotečky před aplikací spermií poskytnete 
hyaluronanu dostatek času ke zduření. Zduření a navázání spermií začíná 
za normálních podmínek do 5 minut. Některé mikrotečky však mohou k dosažení 
plné vazebné schopnosti vyžadovat 30 minut i déle. Pokud tedy zjistíte marginální 
vázání spermií, proveďte hydrataci 30 nebo více minut předem nebo spermie před 
selekcí ponechte na tečce inkubovat 30 minut nebo déle. 

Používání zařízení k selekci spermií PICSI®: Spermie aplikujte na předem 
hydratovanou mikrotečku ve stejném nebo větším objemu, než jste použili 
k předhydrataci tečky (přibližně 10 µl). Hrotem mikropipety obsahujícím spermie 
se dotkněte okraje hydratační kapky na dně misky pod olejem a vytlačte spermie. 
Aplikací spermií ve stejném objemu jako objem hydratační tekutiny zajistíte jejich 
okamžité míchání a zavedení do blízkosti mikrotečky. Pokud jsou spermie při okraji 
kapky aplikovány v menším objemu, může být k jejich proplavání přes hydratační 
roztok k mikrotečce potřeba více než 30 minut. Spermie navázané na hyaluronan 
lze lehce identifikovat: nedochází u nich i přes výraznou aktivitu bičíku k žádnému 
progresivnímu pohybu.

Faktory ovlivňující vázání spermií: Rychlé navázání spermií v mikrotečce zajistíte 
umístěním asi 100 000 spermií schopných vázat hyaluronan na ml (asi 1 000–2 000 
spermií na 10–20 µl) a na mikrotečku (viz obr. 2). S postupem času bude docházet 
ke kontaktu dalších volných spermií s hyaluronanovou mikrotečkou a počet 
navázaných spermií se bude zvyšovat.

Výběr lokalizace spermií: Stěna hyaluronanové mikrotečky funguje jako fyzická 
bariéra, na kterou se spermie navážou, jelikož se jedná o první bod kontaktu. 
Někdy je těžké rozlišit, jestli je spermie již navázaná nebo pouze plave proti okraji 
mikrotečky. Výběrem spermií umístěných vevnitř mikrotečky zajistíte odběr pouze 
navázaných spermií.

Získávání dostatečné hustoty navázaných spermií: Pokud je hustota navázaných 
spermií pro dobrý výběr spermií příliš vysoká nebo příliš nízká, připravený vzorek 
spermatu nařeďte nebo koncentrujte. U další mikrotečky použijte upravený vzorek 
spermatu. Aby byla zajištěna dostatečná pravděpodobnost správné úpravy vzorku, 
na každém zařízení k selekci spermií PICSI® se nachází tři mikrotečky.

Sběr spermií: Při sběru navázaných spermií umístěte hrot mikropipety ICSI vedle 
spermie a jemně nasajte tekutinu spolu se spermií do pipety. Postup opakujte, 
dokud nebudete mít 20–50 spermií. Odebrané spermie vypusťte do kapénky 
PVP a upravte pro metodu ICSI (inaktivace bičíku, opakované hodnocení motility 
a morfologie). Na základě vašich standardních injekčních protokolů vyberte 
z kapénky PVP jedinou upravenou spermii určenou k injekci do oocytu a odeberte ji.

Teplota: Spermie se na hydrogel hyaluronanu nejlépe vážou při teplotách pod 
30  °C. Při teplotách nad 30  °C se zvýší pohybová aktivita spermií, která může 
překonat vazebnou sílu. Při teplotě 37  °C bude z tohoto důvodu třetina spermií 
navázaných při pokojové teplotě vykazovat určitý stupeň progresivního pohybu, 
a budou proto označeny jako nevázané a nezralé. Misky zařízení k selekci spermií 
PICSI® umístěné na ploše zahřáté na 37 °C dosáhnou teploty 33 °C, při které pak 
i zůstanou. Při  teplotě 33  °C nebo i  37  °C bude možné vybírat z dostatečného 
množství navázaných spermií.

Technické specifikace: Tvar mikrotečky: Hyaluronanová mikrotečka zařízení 
k  selekci spermií PICSI® má tvar kráteru. Okraj mikrotečky je tvořen vyvýšenou 
stěnou hydrogelu obklopující nižší plochou vnitřní vrstvu. Stěna je flexibilní 
a z důvodu nestejnoměrné hydratace může mít nepravidelný tvar. 

Při zavedení mikropipety ICSI přímo skrz hydrogelovou stěnu může dojít k jejímu 
probodnutí nebo protržení. Doporučuje se zvýšený hrot mikropipety umístit nad 
vnitřek mikrotečky a při získávání spermií jej spustit k povrchu mikrotečky.

Prohlubně v mikrotečce: Nerovnoměrná hydratace při výrobě může způsobit 
vytváření malých prohlubní ve stěně mikrotečky, které se otevírají k vnitřnímu 
okraji stěny. Spermie, které se dostanou do této prohlubně, jsou uvězněné, ne 
navázané. Uvězněné spermie většinou směřují od centra mikrotečky a vyznačují se 
výraznou aktivitou bičíků. Často se shlukují. Hlavičky uvězněných spermií se mohou 
pohybovat laterálně a někdy i vpřed a vzad ve stěně prohlubně. Uvězněné spermie 
není vhodné vybírat, protože není znám jejich stav navázání.

Stabilita mikrotečky: Pokud se část stěny oddělí od polystyrénu, stejné síly, které 
vytvářejí prohlubně, mohou způsobit postupné oddělování stěny mikrotečky od 
misky a její navíjení do podoby pružiny. Pokud dojde k výše popsanému, některé 
části stěny nebo i celá stěna se od mikrotečky oddělí. Vnitřní vrstva hyaluronanu 
mikrotečky však zůstane neporušená. Vnitřní vrstva hyaluronanu je stabilní několik 
hodin, sbírá a pojímá navázané spermie, které lze poté použít pro metodu ICSI. 
K selekci a izolaci není vhodné používat spermie navázané na navinutý zbytek stěny. 

Odstraňování problémů: Pokud se spermie na mikrotečku nevážou: 

1. Pomocí testu vázání hyaluronanu HBA® se ujistěte, že vzorek spermatu obsahuje 
zralé spermie se schopností vázat hyaluronan. Pokud je výsledek testu HBA blízký 
nule (<5 %), neočekává se žádné vázání spermií. (V některých laboratořích se jako 
hranice nulového vázání spermií z dárcovského spermatu považuje 10  %. Je to 
důležitý faktor přispívající k neplodnosti.) 

2. Jak dlouho se spermie na mikrotečce inkubovaly? Vázání přímo souvisí s časem 
poskytnutým k vázání. Spermie se při svém nahodilém pohybu vážou, když dojde 
k jejich kontaktu s hyaluronanovou mikrotečkou. S postupem času bude docházet 
ke kontaktu dalších spermií s hyaluronanovou mikrotečkou a počet navázaných 
spermií na tečku bude růst. Mikrotečku pravidelně kontrolujte po dobu dvou 
hodin a ověřujte, zda se nasbíralo dostatečné množství navázaných spermií pro 
proceduru ICSI.

3. Hustota spermií schopných vázat hyaluronan je velmi důležitá. Rychlé navázání 
spermií v mikrotečce zajistíte umístěním asi 100  000  spermií schopných vázat 
hyaluronan na ml. Pokud je výsledek testu HBA nízký, celková hustota spermií musí 
být vyšší, aby byl zajištěn dostatečný počet spermií schopných vázat hyaluronan. 
Například: pokud je výsledek testu HBA 10  %, bude k zajištění 100  000 spermií 
schopných vázat hyaluronan na ml potřeba celkově 1 000 000 spermií na ml.

Varování: Federální zákony USA omezují prodej tohoto zařízení pouze na lékaře. 
Certifikát analýzy je součástí dodávky nebo je k dispozici na vyžádání u distributora. 
Zařízení je předmětem patentu US 5 897 988 a odpovídajících zahraničních 
aplikací patentu. 
Otázky nebo komentáře: Kontaktujte distributora na výše uvedeném telefonním 
čísle nebo e-mailové adrese.

Reference:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk a G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Obr. 1, miska PICSI® 

Obr. 2, vázání spermií v závislosti na čase a hustotě spermií

 Vázání spermií jako funkce hustoty spermií  Navázaných spermií na tečku 
 Čas (min)
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Danish/Dansk
PICSI® Sperm Selection Device
Brugsanvisning
Producent: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributør: CooperSurgical, Telefon (USA): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Anvendelsesformål: PICSI® Sperm Selection Device bruges i forbindelse 
med ICSI-behandling (Intracytoplasmic Sperm Injection) af barnløshed til 
udvælgelse af egnet sæd til indføring.

Principper: Hyaluronsyre er en hovedkomponent i cumulus oophorus-laget 
omkring oocyten. Hovedet på en egnet sædcelle bærer en hyaluron-specifik 
receptor, der bevirker, at sædcellen kan binde sig til hyaluronsyre (1). I modsætning 
dertil kan uegnede sædceller ikke binde sig til noget stof. 
Egnede sædceller har en høj DNA-kædeintegritet (2), en normal frekvens for 
kromosomaneuploidisering og udgør et paternalt bidrag til det befrugtede 
æg, som kan sammenlignes med det, der stammer fra sæd, som udvælges af 
æggehinden under naturlig befrugtning (3). 

I normal ICSI-praksis udvælges sædceller visuelt til indføring på baggrund 
af morfologi og motilitet. Denne fremgangsmåde afspejler dog ikke sædens 
genomiske integritet og dens evne til at levere det bedst mulige paternale bidrag til 
det befrugtede æg. PICSI® Sperm Selection Device bruges til udvælgelse af egnede 
sædceller på baggrund af sædens evne til at binde sig til hyaluron-hydrogel. PICSI® 
Sperm Selection Device efterligner egnede sædcellers naturlige binding til cumulus 
oophorous, som er et vigtigt trin ved naturlig befrugtning.

Beskrivelse: PICSI® Sperm Selection Device er en plastikskål med tre 
mikrodråber hyaluronsyre, som er placeret på skålens bund. Der er præget tre 
lokaliseringslinjer ind i skålens bund, så det er nemt at finde mikrodråberne. 
Mikrodråben er placeret inden for et område, som er 2 mm bredt og 3 mm langt 
med udgangspunkt fra slutningen af lokaliseringslinjen. Enheden er steril, Sterility 
Assurance Level 10-6, og er fri for endotoksin og er ikke giftig for embryoner.

Forberedelse til brug: Hydrer hyaluron-mikrodråberne ved at placere en enkelt 
10-µL dråbe HTF (Human Tubal Fluid) med mindst 5 mg/mL serumprotein eller 
andet egnet sædfortyndingsmiddel for enden af hver lokaliseringslinje, der dækker 
det område, hvor mikrodråben er placeret (figur 1). Sædsuspension kan også tilføjes 
direkte på mikrodråben. PVP-dråber (Polyvinylpyrrolidone) eller anden væske, som 
er velegnet til manipulation af sædceller, kan også placeres andre steder i skålen 
på nuværende tidspunkt. Hæld forsigtigt medicinsk olie over skålen. Hvis du 
fugter mikrodråben, før du tilfører sæden, får hyaluronsyren tid til at svulme op. 
Opsvulmning og sædbinding starter normalt inden for maks. 5 minutter. Ved nogle 
mikrodråber kan det dog tage op til 30 minutter eller mere at opnå bindingsevne. I 
forbindelse med marginal sædbinding kan man derfor forfugte i 30 minutter eller 
mere, eller lade sæden inkubere på dråben i 30 minutter eller mere før udvælgelse. 

Brug af PICSI® Sperm Selection Device: Placer sæden på den fugtede 
mikrodråbe i en mængde, der svarer til eller er større end den mængde, der blev 
brugt til at fugte dråben (ca. 10 µL). Lad spidsen af mikropipetten med sæden berøre 
kanten af fugtdråben i skålen under olien, og tilfør sæden. Hvis man tilfører sæd i 
en mængde, der svarer til væskemængden, sikres der øjeblikkelig blanding, og at 
der kommer sæd i mikrodråben. Hvis der tilføjes en mindre mængde sæd øverst 
på dråben, kan det tage mere end 30 minutter, før den svømmer gennem væsken. 
Når den er bundet, er det nemt at identificere en hyaluron-bundet sædcelle: 
Den udviser ingen progressiv bevægelse til trods for ivrige halebevægelser.

Faktorer, der styrer binding af sæd: For hurtigt at udfylde mikrodråben 
med  bundet sæd placeres ca. 100.000 hyaluron-bindende sædceller pr. mL 
(ca. 1.000 - 2.000 sædceller i alt i 10 - 20 µL) oven på mikrodråben - se figur 2. 
Efterhånden som tiden går, vil antallet at bundne sædceller forøges, efterhånden 
som flere og flere svømmende sædceller får kontakt med hyaluron-mikrodråben.

Udvælgelse af sædplacering: Væggen til hyaluron-mikrodråben er en fysisk 
barriere, hvortil mange sædceller vil binde sig, da det normalt er det første 
kontaktpunkt. Det kan være svært at se, om en sædcelle har bundet sig, eller om 
den svømmer mod kanten af mikrodråben. Du kan være sikker på at udvælge en 
bundet sædcelle ved at udvælge den fra indersiden af mikrodråben.

Opnåelse af en god tæthed af bundet sæd: Hvis sædtætheden er for høj eller for 
lav til god udvælgelse, kan sæden fortyndes eller koncentreres, og derefter kan 
den regulerede sædprøve bruges til den næste mikrodråbe. Der er tre mikrodråber 
på hver PICSI® Sperm Selection Device.

Udvælgelse af sæd: For at indsamle bundet sæd, skal spidsen af ICSI-mikropipetten 
placeres ud for sædcellen, og væsken skal suges forsigtigt ind i pipetten, hvorved 
sæden indføres. Forsæt, indtil der er indført 20 - 50 sædceller. Tilføj den opsamlede 
sæd i en PVP-dråbe til ICSI-behandling (inaktivering af halen, revurdering af 
motilitet og morfologi). Fra PVP-dråben skal du vælge en enkelt behandlet 
sædcelle, der skal indføres i oocyterne i henhold til standardinjektionsmetoden.

Temperatur: Sæd binder bedst til hyaluron-hydrogel ved temperaturer under 30 °C. 
Ved temperaturer over 30 °C svømmer sædceller hurtigere, og denne fremkraft kan 
være stærkere end bindingskraften. Det vil sige, at omkring en tredjedel af den sæd, 
der bindes ved stuetemperatur, udviser progressiv bevægelse ved 37 °C og ender 
derfor med ikke at blive bundet og dermed være uegnet. PICSI® Sperm Selection 
Device-skåle, der er placeret ved 37 °C varme, er ca. 33 °C varme og forbliver ved 
denne temperatur. Ved 33 °C eller endog 37 °C vil mange bundne sædceller forblive 
egnede til udvælgelse.

Teknikovervejelser: Mikrodråbeform: Hyaluron-mikrodråben i PICSI® Sperm 
Selection Device er kraterformet. Kanten af mikrodråben består af en væg af 
hydrogel omkring et lavt, fladt indre lag. Væggen er fleksibel og kan være ujævn 
pga. en uens hydrering af hydrogelen. 

Hydrogelvæggen kan gennemtrænges af en ICSI-mikropipette, der stikkes direkte 
igennem. Det er bedst at placere den hævede mikropipettespids over mikrodråben 
og sænke den til overfladen for at udtrække sæd.

Mikrodråbehuler: I produktionen kan hydreringen betyde, at dele af mikrodråbens 
væg danner små ‘huler’, der har åbning ud mod væggens inderste kant. Sædceller, 
der svømmer ind i en hule, fanges, og bindes ikke. Fangede sædceller vender 
normalt altid væk fra mikrodråbens centrum og udviser ivrigt viftende haler, ofte i 
grupper. Hovederne på fangede sædceller kan bevæge sig til siden og af og til frem 
og tilbage inden for hulens vægge. Undgå at udvælge fangede sædceller, da deres 
bindingsstatus er uklar.

Mikrodråbestabilitet: Hvis en del af væggen er adskilt fra plastikskålen, kan de 
samme kræfter, der danner huler, få mikrodråbens væg til at slippe skålen. Hvis 
det sker, vil noget eller hele væggen slippe mikrodråben. Mikrodråbens interne 
hyaluron-lag forbliver dog intakt. Det interne hyaluron-lag er stabilt i flere 
timer, det indfanger og opbevarer bundne sædceller, der kan bruges til ICSI. 
Sædceller, der er bundet til resterne af en væg, der har sluppet, bør ikke bruges til 
spermudvælgelse og isolering. 

Fejlfinding: Hvis der ikke bindes sædceller til mikrodråben: 

1. Kontroller, at sædprøven indeholder egnede, hyaluron-bindende sædceller 
ved at undersøge vha. et HBA® Hyaluronan Binding Assay. Hvis HBA -resultatet er 
i nærheden af nul (< 5 %), forventes ingen sædbinding (i visse laboratorier viser 
helt op til 10 % af donorsæd ingen binding. Det er en betydelig bidragende faktor 
til barnløshed). 

2. Hvor længe har sædcellerne været inkuberet i mikrodråben? Binding er 
direkte relateret til den tid, der afsættes til binding. Sædceller binder, når de får 
kontakt med hyaluron-mikrodråben, mens de svømmer vilkårligt rundt. Antallet 
af sædceller, der bindes til dråben, stiger over tid, efterhånden som flere sædceller 
kommer i kontakt med hyaluron-mikrodråben. Kontroller jævnligt mikrodråben 
i løbet af to timer for at se, om der er blevet indsamlet tilstrækkeligt mange 
sædceller til en ICSI-procedure.

3. Tætheden af hyaluron-bindende sæd er kritisk. En hurtig udfyldelse 
af mikrodråben kræver en tæthed på mindst 100.000 hyaluron-bindende sædceller 
pr. mL. Hvis HBA-resultatet er lavt, skal den samlede sædtæthed øges for at opnå 
et effektivt antal hyaluron-bindende sædceller. Eksempel: Hvis HBA-resultatet 
er 10  %, kræves der 1.000.000 sædceller pr. mL for at opnå 100.000 hyaluron-
bindende sædceller pr. mL.

Advarsel: Ifølge amerikansk lovgivning er denne enhed begrænset til salg 
af eller på vegne af, en læge. Hvis forsendelsen ikke allerede indeholder et 
analysecertifikat, kan dette fås ved henvendelse til distributøren. Enheden er 
dækket i henhold til det amerikanske patent 5.897.988 og tilsvarende 
udenlandske patentansøgninger. 
Spørgsmål eller kommentarer: Kontakt distributøren på ovenstående 
telefonnummer eller e-mail-adresse.

Referencer:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Figur 1, PICSI®-skålen 

Figur 2, sædbinding versus tid og sædtæthed.

 Sædbinding som resultat af sædtæthed  Bundet sæd pr. dråbe  Tid (min)
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Dutch/Nederlands
PICSI® Spermaselectie-instrument
Instructies voor gebruik
Fabrikant: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributeur: CooperSurgical, telefoon (VS): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Beoogd gebruik: bij de behandeling van onvruchtbare paren via 
intracytoplasmatische sperma-injectie (ICSI), is het PICSI® Spermaselectie-
instrument geïndiceerd voor het selecteren van rijpe zaadcellen voor injectie.

Principe van het instrument: Hyaluronan is een hoofdbestanddeel 
van de cumulus oophorus-matrix die de eicel omgeeft. De kop van een rijpe 
zaadcel heeft een hyaluronan-specifieke receptor waarmee rijpe zaadcellen zich 
aan hyaluronan kunnen binden (1). Onrijpe zaadcellen binden zich 
echter niet. Rijpe zaadcellen vertonen een hoge DNA-ketenintegriteit (2), een 
normale frequentie van chromosomale aneuploïdieën en leveren een paternale 
bijdrage aan de zygote die vergelijkbaar is met die van zaadcellen die bij natuurlijke 
bevruchting door de zona pellucida worden geselecteerd (3). 

In de gebruikelijke praktijk worden bij ICSI zaadcellen voor injectie visueel 
geselecteerd op basis van hun morfologie en beweeglijkheid. Deze benadering 
weerspiegelt echter niet de genomische integriteit van de zaadcel en de mate 
waarin de zaadcel de beste paternale bijdrage aan de zygote kan leveren. Het 
PICSI® Spermaselectie-instrument biedt een manier voor het selecteren van rijpe 
zaadcellen op basis van de mate waarin ze zich aan hyaluronan-hydrogel binden. 
Het PICSI® Spermaselectie-instrument imiteert de natuurlijke binding van rijpe 
zaadcellen aan de cumulus oophorous, een belangrijke selectiestap bij natuurlijke 
bevruchting.

Beschrijving: Het PICSI® Spermaselectie-instrument is een polystyreen 
kweekschaaltje waarop op de binnenkant van de bodem drie microstippen 
hyaluronan zijn aangebracht. Met drie locatielijnen in reliëf op de buitenkant van 
de bodem van het schaaltje kan de locatie van de microstippen gemakkelijk worden 
bepaald. De microstip bevindt zich in een gebied van circa 2 mm breed en 3 mm 
lang aan het uiteinde van de locatielijn. Het instrument is steriel, steriliteitsniveau 
(SAL) 10-6, in essentie vrij van endotoxine en niet giftig voor embryo´s.

Voorbereiding voor gebruik: Hydrateer de microstippen hyaluronan door aan 
het einde van elke locatielijn één druppeltje van 10-µL menselijke eileidervloeistof 
te plaatsen die ten minste 5  mg/mL serumproteïne of een andere geschikte 
spermaverdunner bevat, zodat het gebied waar de microstip zich bevindt 
wordt bedekt (afbeelding 1). De spermasuspensie kan ook rechtstreeks op 
de droge microstip worden aangebracht. Tegelijkertijd kunnen ook druppels 
polyvinylpyrrolidon (PVP) of andere vloeistoffen die nuttig zijn voor het 
manipuleren van sperma elders op het schaaltje worden aangebracht. Bedek 
de bodem van het schaaltje voorzichtig met weefselkweekolie om het voor te 
bereiden op gebruik. Als de microstip wordt gehydrateerd voordat het sperma 
wordt aangebracht, heeft het hyaluronan tijd om op te zwellen. Opzwellen 
en spermabinding beginnen normaal gesproken na maximaal 5  minuten. Bij 
sommige microstippen kan het echter 30  minuten of langer duren voordat de 
volledige bindingscapaciteit is bereikt. Wanneer marginale spermabinding wordt 
geobserveerd, dient de prehydratatie daarom 30  minuten of langer te duren, of 
dient het sperma 30 minuten of langer op de stip te worden geïncubeerd voordat 
sperma wordt geselecteerd. 

Het PICSI® Spermaselectie-instrument gebruiken: Voeg het 
sperma toe aan de geprehydrateerde microstip met een volume dat groter dan 
of gelijk aan het volume is waarmee de stip is geprehydrateerd (circa 10 µL). 
Raak met de punt van de micropipet die het sperma bevat de rand aan van de 
hydraterende druppel op de bodem van het schaaltje onder de olie en laat het 
sperma wegstromen. Door het sperma aan te brengen in een gelijk volume als dat 
van de hydraterende vloeistof, wordt gegarandeerd dat het sperma onmiddellijk 
in de buurt van de microstip wordt gemengd en aangebracht. Als de zaadcellen in 
een kleiner volume bij de rand van de druppel worden aangebracht, kan het langer 
dan 30 minuten duren voordat ze door de hydraterende vloeistof naar de microstip 
zijn gezwommen. Na het binden kunnen aan hyaluronan gebonden zaadcellen 
gemakkelijk worden geïdentificeerd: ze vertonen geen progressieve migratie 
ondanks heftig slaan met de staart.

Bepalende factoren voor spermabinding: De microstip kan snel worden 
gepopuleerd met gebonden zaadcellen door circa 100.000 hyaluronan-bindende 
zaadcellen per mL (circa 1000-2000 zaadcellen in totaal in een volume van 
10‑20  µL) op de microstip aan te brengen (zie afbeelding 2). Na verloop van 
tijd wordt het aantal gebonden zaadcellen groter naarmate meer zwemmende 
zaadcellen in contact komen met de microstip met hyaluronan.

Spermalocatieselectie: De wand van de microstip met hyaluronan vormt een 
fysieke barrière waaraan veel zaadcellen zich zullen binden, omdat dit meestal het 
eerste contactpunt is. Het is soms lastig om onderscheid te maken tussen gebonden 
zaadcellen en zaadcellen die gewoon tegen de rand van de microstip zwemmen. 
U kunt er zeker van zijn dat u gebonden zaadcellen selecteert door ze te selecteren 
vanaf de binnenkant van de microstip.

Een goede dichtheid van gebonden zaadcellen verkrijgen: Als de dichtheid van 
gebonden zaadcellen te hoog of te laag is voor goede spermaselectie, verdunt 
of concentreert u het geprepareerde spermamonster en gebruikt u het aangepaste 
spermamonster voor de volgende microstip. Elk PICSI® Spermaselectie-instrument 
bevat drie microstippen zodat u voldoende mogelijkheden hebt.

Zaadcellen verzamelen: Voor het verzamelen van een gebonden zaadcel plaatst u 
de punt van de ICSI-micropipet naast de zaadcel en zuigt u voorzichtig vloeistof 
in de pipet, zodat de zaadcel wordt opgezogen. Ga door met verzamelen totdat 
u 20-50 zaadcellen hebt gevangen. Laat de gevangen zaadcellen wegstromen 
in een druppel PVP om ze te prepareren voor ICSI (de staart deactiveren, 
beweeglijkheid en morfologie opnieuw evalueren). Selecteer uit de druppel PVP 
losse, verwerkte zaadcellen en laad ze voor injectie in de eicellen. Gebruik daarbij 
uw standaardinjectieprotocol.

Temperatuur: Zaadcellen binden zich het beste aan hyaluronan-hydrogel bij 
temperaturen onder 30°C. Bij temperaturen boven 30°C wordt de zwemkracht van 
zaadcellen groter en kan de zwemkracht groter zijn dan de bindkracht. Het resultaat 
is dat ongeveer een derde van de zaadcellen die zich bij kamertemperatuur binden, 
enige progressie migratie vertonen bij 37°C en worden aangemerkt als niet-
gebonden en onrijp. Schaaltjes voor het PICSI® Spermaselectie-instrument die op 
een tot 37°C verwarmde verhoging worden geplaatst, bereiken 33°C en blijven 
vervolgens op die temperatuur. Bij 33°C en zelfs bij 37°C blijven veel gebonden 
zaadcellen beschikbaar voor selectie.

Techniekoverwegingen: Vorm van microstip: De microstip met hyaluronan van 
het PICSI® Spermaselectie-instrument heeft de vorm van een krater. De rand van 
de microstip is een verhoogde rand van hydrogel die een lage, platte binnenste 
laag omringt. De wand is flexibel en kan onregelmatig van vorm zijn door 
ongelijkmatige hydratatie van de hydrogel. 

De hydrogelwand kan worden doorboord en gescheurd met een ICSI-micropipet 
die rechtstreeks in de wand wordt geduwd. De verhoogde micropipetpunt kan 
het beste boven de binnenkant van de microstip worden gehouden en worden 
verlaagd naar het oppervlak van de microstip om zaadcellen op te vangen.

Kuiltjes in microstip: Tijdens de productie kan het door ongelijkmatige hydratatie 
voorkomen dat segmenten van de wand van de microstip kleine “kuiltjes” vormen 
met een opening aan de binnenste rand van de wand. Zaadcellen die in een kuiltje 
zwemmen, raken gevangen en binden zich niet. Gevangenzittende zaadcellen zijn 
in het algemeen allemaal van het midden van de microstip af gericht en slaan 
hard met hun staart, vaak in clusters. De koppen van gevangenzittende zaadcellen 
kunnen zich lateraal en soms heen en weer bewegen binnen de wanden van het 
kuiltje. Gevangenzittende zaadcellen moeten niet worden geselecteerd, omdat 
hun bindingsstatus onduidelijk is.

Stabiliteit van microstip: Als een onderdeel van de wand losraakt van het 
polystyreen, kan het door dezelfde krachten die kuiltjes veroorzaken gebeuren 
dat de wand van de microstip steeds verder losraakt van het schaaltje en zich 
opdraait zoals een veer. Als dit gebeurt, raakt de wand geheel of gedeeltelijk los 
van de microstip. De binnenste hyaluronanlaag van de microstip blijft echter intact. 
De binnenste hyaluronanlaag blijft gedurende uren stabiel en verzamelt en bevat 
gebonden zaadcellen die voor ICSI kunnen worden gebruikt. Zaadcellen die aan het 
opgekrulde restant van de wand zijn gebonden, moeten niet worden gebruikt voor 
spermaselectie en -isolatie. 

Problemen oplossen: Als er zich geen zaadcellen aan de microstip binden: 

1. Bepaal of het spermamonster rijpe, aan hyaluronan bindende zaadcellen 
bevatten door analyse met een HBA®-analyse (Hyaluronan Binding Assay). Als 
de HBA-score dichtbij nul is (<5%) is geen zaadcelbinding te verwachten. (In 
sommige laboratoria vertoont wel 10% van de donorspermapopulatie geen 
zaadcelbinding. Dit is een significante factor die bijdraagt aan onvruchtbaarheid). 

2. Hoe lang zijn de zaadcellen geïncubeerd op de microstip? Binding is rechtstreeks 
gerelateerd aan de tijd die wordt uitgetrokken voor het binden. Zaadcellen binden 
zich als ze in contact komen met de microstip met hyaluronan terwijl ze willekeurig 
rondzwemmen. Het aantal zaadcellen dat zich aan de stip heeft gebonden groeit 
in de loop van de tijd naarmate meer zaadcellen de microstip met hyaluronan 
tegenkomen. Controleer de microstip geregeld gedurende twee uur om te zien of er 
zich voldoende gebonden zaadcellen hebben verzameld voor een ICSI-procedure.

3. De dichtheid van aan hyaluronan bindende zaadcellen is van kritiek belang. 
Voor snelle populatie van de microstip is een dichtheid van ten minste 100.000 
aan hyaluronan bindende zaadcellen per mL nodig. Als de HBA-score laag is, 
moet de totale spermadichtheid worden verhoogd zodat een effectief aantal 
aan hyaluronan bindende zaadcellen wordt aangebracht. Bijvoorbeeld: als de 
HBA-score 10% is, zijn er in totaal 1.000.000 zaadcellen met mL nodig voor het 
aanbrengen van 100.000 aan hyaluronan bindende zaadcellen per mL.

Waarschuwing Onder federale wetten in de VS mag dit instrument alleen worden 
gekocht door of in opdracht van een arts. Een Analysecertificaat, indien nog niet 
meegeleverd, is op aanvraag verkrijgbaar bij de distributeur. Dit apparaat 
valt onder US patent 5.897.988 en de overeenkomstige buitenlandse 
patentaanvragen. 
Vragen op opmerkingen: neem contact op met de distributeur via het hierboven 
genoemde telefoonnummer of e-mailadres.
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2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk en G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Afbeelding 1, het PICSI®-schaaltje 

Afbeelding 2, zaadcelbinding versus tijd en spermadichtheid.

 Zaadcelbinding als functie van spermadichtheid  Gebonden zaadcellen per 
stip  Tijd (min)
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Estonian/Eesti keel
PICSI® spermide valimise seade
Kasutusjuhend
Tootja: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Edasimüüja: CooperSurgical, telefon (USAs): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Sihtotstarve: viljatute paaride ravis intratsütoplasmaatilise spermide 
süstimisega (ICSI) on PICSI® spermide valimise seade ette nähtud küpsete 
spermide valimiseks.

Seadme tööpõhimõte: hüaluronaan on ootsüüti ümbritseva 
cumulus oophorus’e struktuuri peamine koostisosa. Küpse spermi pea kannab 
hüaluronaanispetsiifilist retseptorit, mis võimaldab küpsel spermil seostuda 
hüaluronaaniga (1). Vastupidiselt, mitteküpsed spermid sellega 
ei seostu. Küpsetel spermidel on kõrge DNA-ahela terviklikkus (2), normaalne 
kromosomaalsete aneuploidide sagedus ning nende paternaalne mõju sügooti 
on võrreldav normaalse viljastumise käigus zona pellucida poolt välja valitud 
spermiga (3). 

Tavapärases ICSI praktikas valitakse spermid süstimiseks visuaalselt nende 
morfoloogia ja liikuvuse alusel. See lähenemine ei peegelda aga spermi genoomi 
terviklikkust ega spermi parimat võimalikku paternaalset mõju sügooti. PICSI® 
spermide valimise seade annab võimaluse valida küpsed spermid vastavalt 
nende võimele seonduda hüaluronaani hüdrogeeliga. PICSI® spermide valimise 
seade jäljendab küpse spermi loomulikku seostumist cumulus oophorous’ega, mis 
on loomuliku viljastamise oluline valikusamm.

Kirjeldus: PICSI® spermide valimise seade on polüstüreenist kultuuritass, mille 
alumisele põhjale on kinnitatud kolm hüaluronaani mikropunkti. Kolm reljeefset 
joont tassi põhja välisküljel lihtsustavad mikropunktide leidmist. Mikropunkt asub 
joone lõpust edasi ulatuval umbes 2 mm laial ja 3 mm pikal alal. Seade on steriilne 
steriilsuse usalduspiiriga 10-6, endotoksiinide vaba ning embrüole mittetoksiline.

Kasutuseks ettevalmistamine: hüdratiseerige hüaluronaani mikropunkte, 
lisades ühe 10 µl tilga inimese tuubulivedelikku (Human Tubal Fluid – HTF), mis 
sisaldab vähemalt 5 mg/ml seerumivalku või mõnda teist sobivat spermalahjendit, 
iga joone lõppu, kattes mikropunkti ümbritseva ala (joonis 1). Võimalik 
on ka spermatosoidide suspensiooni lisamine otse kuivale mikropunktile. 
Polüvinüülpürrolidooni (PVP) või teiste sperma käsitlemiseks vajalike vedelike tilku 
võib nüüd mujale tassi lisada. Katke tass ettevaatlikult koekultuuri õliga, et seda 
kasutamiseks ette valmistada. Mikropunkti hüdratiseerimine enne spermide 
lisamist annab hüaluronaanile aega paisuda. Paisumine ja spermide seostumine 
algab tavaliselt 5 või vähema minutiga. Mõned mikropunktid võivad täieliku 
seostumisvõime saavutamiseks vajada 30 minutit või enam. Seega, kui märgatakse 
vähest spermide seostumist, tuleb enne spermi valimist tassi 30 või enam minutit 
eelhüdratiseerida või lasta spermidel punktil 30 või enam minutit inkubeerida. 

PICSI® spermide valimise seadme kasutamine: lisage sperm 
eelhüdratiseeritud mikropunktile punkti eelhüdratiseerimiseks kasutatud 
vedelikuga samas või suuremas mahus (umbes 10 µl). Puudutage spermi sisaldava 
mikropipeti otsaga hüdratiseerimistilga äärt tassi põhjas õli all ning väljutage 
sperm. Viies spermi sisse hüdratiseerimisvedelikuga võrdses mahus, on tagatud 
kohene segamine ning spermi transport mikropunkti lähedusse. Kui spermid 
lisatakse tilga serva väiksemas mahus, võib kuluda rohkem kui 30  minutit, kuni 
spermid läbi hüdratiseerimisvedeliku mikropunktini ujuvad. Pärast seostumist 
on hüaluronaaniga seotud sperme kerge ära tunda: nad ei liigu aktiivsest 
sabaliigutamisest hoolimata edasi.

Spermide seostumist mõjutavad tegurid: mikropunkti kiireks asustamiseks 
seostunud spermidega tuleb mikropunktile lisada umbes 100 000 hüaluronaaniga 
seostuvat spermi ml kohta (umbes 1000–2000 spermi 10–20 µl-s); vaata joonist 2. 
Aja möödudes suureneb seostunud spermide hulk, sest järjest enam ujuvaid 
sperme satuvad kontakti hüaluronaani mikropunktiga.

Spermide asukoha valik: hüaluronaani mikropunkti sein on füüsiline barjäär, millele 
seostuvad paljud spermid, kuna see on tavaliselt esimene kokkupuutepunkt. Vahel 
on raske aru saada, kas spermid on seostunud või ujuvad lihtsalt vastu mikropunkti 
serva. Spermide seostumises saab kindel olla, valides neid mikropunkti 
sisemusest.

Paraja tihedusega seostunud spermide saamine: kui seostunud spermide 
tihedus on heaks spermide valikuks liiga kõrge või liiga madal, lahjendage või 
kontsentreerige valmistatud spermide proovi ning kasutage järgmise mikropunkti 
seemendamiseks juba korrigeeritud spermaproovi. Igal PICSI® spermide valimise 
seadmel on kolm mikropunkti piisavalt suure tõenäosuse tagamiseks.

Spermide kogumine: seostunud spermide kogumiseks asetage ICSI mikropipeti 
tipp spermide kõrvale ja imege vedelikku ettevaatlikult pipetti, tõmmates sisse 
ka spermid. Jätkake kogumist, kuni pipetis on 20–50 spermi. Väljutage kogutud 
spermid PVP-tilka, et neid ICSI jaoks töödelda (saba inaktiveerimine, liikuvuse ja 
morfoloogia uuesti hindamine). Valige PVP-tilgast ootsüütidesse sisestamiseks 
välja üksikud töödeldud spermid vastavalt tavalistele süstimiseeskirjadele.

Temperatuur: spermid seostuvad hüaluronaani hüdrogeeliga kõige paremini 
temperatuuridel alla 30 °C. Temperatuuridel üle 30 °C suureneb spermide ujumise 
energilisus ja ujumisjõu tugevus võib ületada seostumistugevuse. Tulemuseks on 
see, et umbes kolmandik toatemperatuuril seostuvatest spermidest liiguvad 37 °C 
juures edasi ning neid võidakse hinnata seostumatuteks ja ebaküpseteks. PICSI® 
spermide valimise seadme tasside asetamisel temperatuurini 37 °C soojendatud 
lavale langeb tasside temperatuur umbes 33 °C juurde ja peatub. 33 °C juures või 
isegi 37 °C juures jääb endiselt seostunuks palju sperme, mille seast valik teha.

Tehnika valik. Mikropunkti kuju: PICSI® spermide valimise seadme 
hüaluronaanmikropunkt on kraatrikujuline. Mikropunkti äär on kõrgem 
hüdrogeelist vall, mis ümbritseb madalat, lamedat sisemist kihti. Vall on paindlik 
ning võib olla hüdrogeeli ebaühtlase hüdratiseerumise tõttu kujult korrapäratu. 

Otse sisse surutud ICSI mikropipett võib hüdrogeeli valli läbi torgata ja rebestada. 
Kõige parem on paigutada tõstetud mikropipeti ots üle mikropunkti keskosa ning 
langetada see siis spermide kätte saamiseks mikropunkti pinnale.

Mikropunktide koopad: valmistamise käigus võib ebaühtlane hüdratiseerimine 
põhjustada mikropunkti valli segmentides tekitada väikeseid „koopaid”, mis 
avanevad seina sisekülje poole. Koopasse ujuvad spermid vangistatakse, kuid ei 
seota. Vangistatud spermid on tavaliselt suunatud mikropunkti keskosast eemale, 
nende sabad liiguvad energiliselt ning sageli on nad kobarasse kogunenud. 
Vangistatud spermide pead võivad liikuda lateraalselt ja mõnikord koopa seinte 
piires edasi-tagasi. Vangistatud sperme ei tohiks valida, kuna nende seostumine 
on ebakindel.

Mikropunkti stabiilsus: kui osa vallist eraldub polüstüreenist, võivad koopaid 
tekitavad jõud põhjustada mikropunkti valli järkjärgulist eraldumist tassist 
ning vall keerdub lõpuks vedrulaadselt. Kui see juhtub, eraldub osa või kogu vall 
mikropunktist. Sellegipoolest jääb mikropunkti sisemine hüaluronaanikiht terveks. 
Sisemine hüaluronaanikiht püsib stabiilsena tunde ning kogub seostunud sperme, 
mida võib ICSI-ks kasutada. Keerdunud valli jäänusega seostuvaid sperme ei tohi 
spermide valimisel ja isoleerimisel kasutada. 

Veatuvastus: kui sperm ei seostu mikropunktiga, toimige järgmiselt. 

1. Tehke kindlaks, et spermide proov sisaldab küpseid, hüaluronaaniga seostuvaid 
sperme, analüüsides seda HBA® hüaluronaaniga seostumise analüüsi abil. Kui HBA 

tulemus on nullilähedane (<5%), ei tasu oodata spermide seostumist (mõnedes 
laborites ei näita kuni 10% doonorite spermidest seostumist; see on oluline 
viljatust põhjustav faktor). 

2. Kui kaua on sperme mikropunktil inkubeeritud? Seostumine on otseselt seotud 
seostumiseks jäetud ajaga. Spermid seostuvad juhuslikul ujumisel hüaluronaani 
mikropunktiga kokku puutudes. Aja jooksul kasvab punktiga seostunud spermide 
arv, kuna järjest enam sperme puutuvad hüaluronaani mikropunktiga kokku. 
Kontrollige mikropunkti perioodiliselt kahe tunni jooksul, et näha, kas ICSI 
protseduuri läbiviimiseks on kogunenud piisavalt sperme.

3. Hüaluronaaniga seostuvate spermide tihedus on väga oluline. Kiire mikropunkti 
asustamine eeldab vähemalt 100 000 hüaluronaaniga seostuvat spermi ml kohta. 
Kui HBA tulemus on madal, peab üldist spermide tihedust tõstma, et saada piisav 
hulk hüaluronaaniga seostuvaid sperme. Näiteks: kui HBA tulemus on  10%, 
tuleb punktile viia 1  000  000 spermi ml kohta, et saavutada vajalik 100  000 
hüaluronaaniga seostunud spermi ml kohta

Hoiatus! USA föderaalseaduse kohaselt tohib seadet müüa vaid arst või arsti loal. 
Kui saadetisega ei tulnud kaasa analüüsisertifikaati, võib seda küsida edasimüüjalt. 
Seade on kaitstud USA patendiga 5  897  988 ning vastavate välismaiste 
patentidega. 
Küsimused ja kommentaarid: palun võtke ühendust edasimüüjaga ülaltoodud 
telefoninumbri või e-posti aadressi kaudu.
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Joonis 1.  PICSI® tass

Joonis 2. Spermide seostumise seos aja ja spermide tihedusega.

 Spermide seostumine spermide tiheduse funktsioonina  Punkti kohta 
seostunud spermid  Aeg (min)
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PICSI®-spermanvalintalaite
Käyttöohjeet
Valmistaja: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Jälleenmyyjä: CooperSurgical, Puhelin (Yhdysvallat): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Käyttötarkoitus: PICSI®-spermanvalintalaite on tarkoitettu kypsien 
siittiösolujen valintaan hoidettaessa hedelmättömiä pareja solulimansisäisellä 
spermainjektiolla.

Laitteen toimintaperiaate: Hyaluronaani on oosyyttiä  ympäröivän 
munakumpukerroksen pääkomponentti. Kypsän siittiösolun päässä  on 
hyaluronaanispesifinen reseptori, jonka avulla kypsä siittiösolu voi sitoutua 
hyaluronaaniin (1). Kypsymättömät siittiösolut eivät 
puolestaan sitoudu. Kypsissä siittiösoluissa DNA-ketjun eheys on hyvä 
(2) ja kromosomimäärän tiheys normaali ja ne tuovat tsygoottiin isänpuoleisen 
kontribuution, joka on verrattavissa munasolun keton valitsemalle siittiösolulle 
luonnollisessa hedelmöittymisessä (3). 

Tavallisessa solulimansisäisessä spermainjektiossa injektoitavat siittiösolut valitaan 
visuaalisesti niiden morfologian ja liikkuvuuden perusteella. Tämä lähestymistapa 
ei kuitenkaan heijasta siittiösolujen genomista eheyttä ja siittiösolun kykyä tarjota 
paras isänpuoleinen kontribuutio tsygoottiin. PICSI®-spermanvalintalaite tarjoaa 
tavan valita kypsiä siittiösoluja niiden hyaluronaanihydrogeeliin sitoutumiskyvyn 
perusteella. PICSI®-spermanvalintalaite matkii kypsien siittiösolujen luonnollista 
sitoutumista munakumpuun, mikä on tärkeä valintavaihe luonnollisessa 
hedelmöittymisessä.

Kuvaus: PICSI®-spermanvalintalaite on polystyreenistä tehty viljelyalusta, jonka 
pohjaan on kiinnitetty kolme hyaluronaani-mikropistettä. Kolme sijaintiviivaa, 
jotka on korkopainettu alustan ulkopohjaan, helpottavat mikropisteiden 
löytämistä. Mikropiste löytyy alueelta, joka on noin 2  mm leveä ja 3  mm pitkä 
ja alkaa sijaintiviivan päästä. Laite on steriili, steriiliyden varmistustaso  10–6, 
periaatteessa endotoksiiniton ja ei-toksinen alkioille.

Käytön valmisteleminen: Kostuta hyaluronaani-mikropisteet lisäämällä 
yksi 10  µl:n pisara ihmisen munanjohdinnestettä, jossa on vähintään  
5  mg/ml seerumiproteiinia tai muuta sopivaa sperman laimenninta, kunkin 
sijaintiviivan päähän kattamaan alue, jossa mikropiste sijaitsee (kuva  1). 
Spermasuspensio voidaan vaihtoehtoisesti lisätä suoraan kuivaan mikropisteeseen. 
Polyvinyylipyrrolidonipisaroita tai muita spermankäsittelyssä hyödyllisiä nesteitä 
voidaan myös lisätä muualle alustalle tässä vaiheessa. Valmistele alusta käyttöä 
varten huuhtelemalla alusta huolellisesti kudosviljelyöljyllä. Mikropisteen 
kostuttaminen ennen sperman lisäämistä antaa hyaluronaanille aikaa turvota. 
Turpoaminen ja sperman sitoutuminen alkaa normaalisti viimeistään viidessä 
minuutissa. Jotkin mikropisteet saattavat kuitenkin vaatia 30  minuuttia tai 
pidempään, ennen kuin ne saavuttavat täyden sitoutumiskyvyn. Siten jos havaitset 
sperman marginaalista sitoutumista, esikostuta pistettä vähintään 30  minuutin 
ajan tai anna sperman inkuboitua pisteen päällä vähintään 30 minuutin ajan ennen 
sperman valitsemista. 

PICSI®-spermanvalintalaitteen käyttäminen: Lisää esikostutettuun 
mikropisteeseen spermaa sama määrä tai enemmän kuin mitä pisteen 
esikostuttamiseen käytettiin (noin 10 µl). Koske sperman sisältävän mikropipetin 
kärjellä kostuttavan pisaran reunaan, joka on alustan pohjassa öljyn alapuolella, 
ja purista sperma ulos. Kun spermaa lisätään sama määrä kuin kostutusnestettä, 
sperman välitön sekoittuminen ja siirtyminen mikropisteen läheisyyteen on 
varmaa. Jos spermaa lisätään pienempi määrä pisaran reunalle, voidaan tarvita 
yli 30  minuuttia, että siittiöt uivat kostutusnesteen läpi mikropisteeseen. Kun 
siittiösolut ovat sitoutuneet hyaluronaaniin, ne voidaan tunnistaa helposti: ne eivät 
liiku eteenpäin huolimatta voimakkaasta hännän heilumisesta.

Siittiösolujen sitoutumista määrittävät tekijät: Jos haluat nopeasti miehittää 
mikropisteen sitoutuneella spermalla, lisää noin 100  000 hyraluronaaniin 
sitoutuvaa siittiösolua millilitraa kohti (10–20 µl:ssa on yhteensä noin 1000–2000 
siittiösolua) mikropisteen päälle (katso kuva 2). Ajan kuluessa sitoutuneiden 
siittiösolujen määrä kasvaa, koska suurempi osa uivista siittiösoluista koskee 
hyaluronaani-mikropisteeseen.

Siittiösolujen sijainnin valitseminen: Hyaluronaani-mikropisteen seinämä on 
fyysinen este, johon useat siittiösolut sitoutuvat, koska se on yleensä ensimmäinen 
kosketuspiste. Joskus on vaikeaa erottaa, sitoutuvatko siittiösolut vai uivatko 
ne vain mikropisteen reunaa vasten. Voit olla varma, että valitset sitoutuneita 
siittiösoluja, kun valitset ne mikropisteen sisäpuolelta.

Sitoutuneiden siittiösolujen hyvän tiheyden saavuttaminen: Jos sitoutuneiden 
siittiösolujen tiheys on liian suuri tai pieni hyvää siittiösolujen valintaa varten, 
laimenna tai konsentroi valmistettu spermanäyte ja lisää muokattu spermanäyte 
seuraavaan mikropisteeseen. Kussakin PICSI®-spermanvalintalaitteessa on kolme 
mikropistettä, jotta tilaisuus on riittävä.

Spermankeräys: Kun haluat kerätä sitoutuneen sperman, sijoita solulimansisäisen 
spermainjektion mikropipetin kärki sperman viereen ja ime neste ja sperma 
varovasti pipettiin. Jatka keräystä, kunnes 20–50 siittiösolua on saatu 
kerättyä. Purista kerätyt siittiösolut ulos PVP-pisaraan, jotta voit käsitellä ne 
solulimansisäistä spermainjektiota varten (hännän inaktivointi, liikkuvuuden 
uudelleenarviointi ja morfologia). Valitse PVP-pisarasta yksi käsitelty siittiösolu ja 
lataa se oosyytteihin injektoimista varten standardilla injektointikäytännöllä.

Lämpötila: Siittiösolut sitoutuvat parhaiten hyaluronaanihydrogeeliin alle 30 °C:n 
lämpötilassa. Yli 30  °C:n lämpötiloissa siittiösolujen uiskenteluvoimakkuus 
lisääntyy ja uiskenteluvoima voi voittaa sitoutumisvoiman. Tuloksena on, että 
noin kolmasosa huoneenlämpötilassa sitoutuneista siittiösoluista siirtyy jonkin 
verran 37  °C:ssa ja voidaan määrittää sitoutumattomiksi, epäkypsiksi. PICSI®-
spermanvalintalaitealustat, jotka on lämmitetty 37  °C:een, viilenevät noin 
33  °C:een ja pysyvät sitten siinä lämpötilassa. 33  °C:ssa tai jopa 37  °C:ssa useat 
sitoutuneet siittiösolut pysyvät valittavissa.

Huomioon otettavia seikkoja tekniikasta: Mikropisteen muoto: The PICSI®-
spermanvalintalaitteen hyaluronaani-mikropiste on kraatterin muotoinen. 
Mikropisteen reuna on koholla oleva seinämä hydrogeeliä, joka ympäröi matalaa, 
litteää sisäkerrosta. Seinämä on joustava ja voi olla epäsäännöllisen muotoinen 
hydrogeelin epätasaisen kostutuksen takia. 

Hydrogeeliseinämä voi puhjeta ja revetä, jos solulimansisäisen spermainjektion 
mikropipetti suunnataan suoraan siihen. On parasta sijoittaa kohotettu 
mikropipetin kärki mikropisteen sisäosan päälle ja laskea se mikropisteen pintaan 
siittiösolujen talteenottoa varten.

Mikropisteen kuopat: Valmistuksen aikana epätasainen kostutus voi saada 
mikropisteen seinämän osat luomaan pieniä “kuoppia”, jotka avautuvat seinämän 

sisäreunaa kohti. Kuoppaan uivat siittiösolut ovat ansassa, eivät sitoutuneita. 
Ansaan jääneet siittiösolut kohdistuvat yleensä pois mikropisteen keskeltä ja niiden 
hännät heiluvat voimakkaasti, usein rykelminä. Ansaan jääneiden siittiösolujen 
päät voivat liikkua sivusuunnassa ja joskus edestakaisin kuopan seinämien sisällä. 
Ansaan jääneitä siittiösoluja ei pidä valita, koska niiden sitoutumistila on epäselvä.

Mikropisteen vakaus: Jos osa seinämästä irtoaa polystyreenistä, kuoppia luovat 
voimat voivat saada mikropisteen seinämän irtoamaan asteittain alustasta ja 
kiertymään sykkyrälle kuten jousi. Kun näin käy, osa seinämästä tai koko seinämä 
irtoaa mikropisteestä. Mikropisteen sisäinen hyaluronaanikerros pysyy kuitenkin 
ehjänä. Sisäinen hyaluronaanikerros on vakaa tuntien ajan. Se kerää ja säilöö 
sitoutuneet siittiösolut, joita voidaan käyttää solulimansisäiseen spermainjektioon. 
Sykertyneeseen seinämän jäänteeseen sitoutuneita siittiösoluja ei saa käyttää 
sperman valintaan ja eristämiseen. 

Vianmääritys: Jos siittiösolut eivät sitoudu mikropisteeseen: 

1. Määritä, että spermanäyte sisältää kypsiä, hyaluronaaniin sitoutuvia siittiösoluja, 
tekemällä HBA®-hyaluronaanisidonta-analyysi. Jos HBA-pisteet ovat lähellä nollaa 
(<5  %), siittiösolujen sitoutumista ei odoteta. (Joissakin laboratorioissa jopa 
10  %:lla luovuttajaspermapopulaatiosta ei esiinny siittiösolujen sitoutumista. 
Tämä on merkittävä hedelmättömyyden osatekijä.) 

2. Kuinka pitkään spermaa on inkuboitu mikropisteessä? Sitoutuminen liittyy 
suoraan aikaan, joka sitoutumiselle annetaan. Siittiösolut sitoutuvat, kun 
ne koskevat hyaluronaani-mikropisteeseen uiden satunnaisesti. Pisteeseen 
sitoutuneiden siittiösolujen määrä kasvaa ajan myötä, kun useammat siittiösolut 
löytävät hyaluronaani-mikropisteen. Tarkista mikropisteestä säännöllisesti 
kahden tunnin ajan, onko siittiösoluja sitoutunut riittävästi solulimansisäistä 
spermainjektiota varten.

3. Hyaluronaaniin sitoutuvien siittiösolujen tiheys on kriittinen. Mikropisteen nopea 
miehitys edellyttää vähintään 100  000 hyaluronaaniin sitoutuvaa siittiösolua 
millilitrassa. Jos HBA-pisteet ovat matalat, siittiösolujen kokonaistiheyttä on 
lisättävä, jotta saadaan tehokas määrä hyaluronaaniin sitoutuvia siittiösoluja. 
Esimerkiksi jos HBA-pisteet ovat 10 %, tarvitaan yhteensä 1 000 000 siittiösolua 
millilitrassa tuottamaan 100  000 hyaluronaaniin sitoutuvaa siittiösolua 
millilitrassa.

Varoitus: Yhdysvaltain osavaltion laki rajoittaa tämän laitteen myytäväksi 
lääkärin toimesta tai tilauksesta. Jos analyysisertifikaattia ei toimiteta kuljetuksen 
mukana, se on saatavilla jälleenmyyjältä pyynnöstä. Tämän laitteen 
kattaa Yhdysvaltain patentti 5  897  988 ja vastaavat muunmaalaiset 
patenttihakemukset. 
Kysymyksiä tai kommentteja: Ota yhteyttä jälleenmyyjään yllä annettuun 
puhelinnumeroon tai sähköpostiosoitteeseen.

Viitteet:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Kuva 1, PICSI®-alusta 

Kuva 2, Siittiösolujen sitoutuminen ajan ja siittiösolujen tiheyden mukaan.

 Siittiösolujen sitoutuminen siittiösolujen tiheyden funktiona  Yhteen 
pisteeseen sitoutuneet siittiösolut  Aika (min)

Symbolien määritelmät 

Katso käyttöohjeita

 

Steriloitu sädettämällä

 

Lämpötilan yläraja

Pidettävä kuivana Määrä Valmistaja

 

Kertakäyttöinen; ei saa 
käyttää uudelleen

Vain ammattimaiseen 
käyttöön 

 

Ei saa steriloida uudelleen 

Pyrogeeniton (alle 
1 endotoksiiniyksikkö 

laitetta kohti)

Ei sytotoksinen: testattu 
yksisoluisella hiiren 

alkion analyysillä

Eräkohtainen 
analyysisertifikaatti on 
saatavana pyynnöstä

Jälleenmyyjä Käytettävä viimeistään Eränumero

Valtuutettu edustaja 
Euroopan yhteisössä

Merkintöjen 
versionumero

Ei saa käyttää, jos pakkaus 
on vahingoittunut 

Merkintöjen viitenumero Viitenumero

French/Français
PICSI® Système de sélection des spermatozoïdes
Mode d’emploi
Fabricant : Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributeur  : CooperSurgical, Téléphone (États-Unis) : +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Utilisation prévue : Dans le traitement ICSI (injection intracytoplasmique 
de   spermatozoïdes) des couples infertiles, le système de sélection 
des spermatozoïdes PICSI® sert à la sélection des spermatozoïdes matures pouvant 
être injectés.

Principe de fonctionnement  : L’acide hyaluronique est un des 
éléments principaux de la matrice extra-cellulaire du cumulus oophorus qui entoure 
l’ovocyte. La tête d’un spermatozoïde mature possède un récepteur spécifique 
à  l’acide hyaluronique qui permet au spermatozoïde mature de se lier à  l’acide 
hyaluronique (1). À l’inverse, une telle liaison ne se produit pas 
avec les spermatozoïdes immatures. Les spermatozoïdes matures 
présentent une intégrité élevée de la chaîne ADN (2), une fréquence normale des 
aneuploïdies chromosomiques et procurent une contribution paternelle au zygote 
qui est comparable à celle de spermatozoïdes sélectionnés par la zone pellucide lors 
d’une fécondation naturelle (3). 

Lors de la pratique habituelle de l’ICSI, la sélection des spermatozoïdes destinés 
à l’injection se fait visuellement en se basant sur leur morphologie et leur motilité. 
Toutefois, cette approche ne reflète pas l’intégrité génomique des spermatozoïdes 
et leur capacité à  procurer la meilleure contribution paternelle au zygote. 
Le  système de sélection de spermatozoïdes PICSI® permet de sélectionner des 
spermatozoïdes matures en fonction de leur capacité à se lier à l’hydrogel à base 
d’acide hyaluronique. Le système de sélection de spermatozoïdes PICSI® imite 
la liaison naturelle des spermatozoïdes matures au cumulus oophorous, une étape 
de sélection importante dans la fécondation naturelle.

Description : Le système de sélection de spermatozoïdes PICSI® est une boîte 
de pétri en polystyrène avec trois micropoints d’acide hyaluronique appliqués dans 
le fond intérieur de la boîte. Trois lignes de localisation en relief placées sous le fond 
de la boîte facilite le repérage des micropoints. Les micropoints se trouvent dans 
une zone d’environ 2 mm de large et de 3 mm de long dans le prolongement de 
la ligne de localisation respective. Le produit est stérile, (niveau d’assurance de 
stérilité 10-6, pratiquement exempt d’endotoxine et non toxique pour les embryons.

Préparation avant utilisation : Hydratez les micropoints d’acide hyaluronique 
en appliquant des gouttes de 10 µl de Human Tubal Fluid (HTF) contenant au moins 
5 mg/ml de protéines de sérum ou de tout autre diluant pour sperme approprié 
à l’extrémité de chaque ligne de localisation couvrant la surface où le micropoint 
est situé (figure 1). D’une autre manière, la suspension de sperme peut être ajoutée 
directement au micropoint sec. À ce moment, il est aussi possible d’appliquer 
des gouttes de polyvinylpyrrolidone (PVP) ou d’autres fluides utiles pour 
la  manipulation des spermatozoïdes à  d’autres endroits sur la boîte. Remplissez 
soigneusement la boîte avec de l’huile pour culture de tissus dans la préparation 
pour l’emploi. Hydrater les micropoints avant d’appliquer les spermatozoïdes 
laisse le temps à  l’acide hyaluronique d’occuper plus d’espace. Le grossissement 
et la  liaison des spermatozoïdes commencent normalement dans un délai de 
5  minutes maximum. Toutefois, certains micropoints peuvent exiger 30  minutes 
ou plus pour être capables de lier. Par conséquent, si une liaison marginale 
de spermatozoïdes est observée, il convient d’effectuer une hydratation préalable 
de 30 minutes ou plus ou encore de permettre aux spermatozoïdes d’incuber sur 
le point pendant 30 minutes ou plus avant de les sélectionner. 

Utiliser le système de sélection des spermatozoïdes PICSI® : Ajoutez les 
spermatozoïdes aux micropoints pré-hydratés dans une quantité au moins égale 
à  celle utilisée pour pré-hydrater les points (env. 10 µl). Touchez le bout de la 
micropipette contenant les spermatozoïdes au bord de la goutte d’hydratation au 
fond de la boîte sous la couche d’huile et expulsez les spermatozoïdes. En apportant 
les spermatozoïdes dans un volume égal au liquide d’hydratation, le mélange et 
l’apport instantané de spermatozoïdes à proximité immédiate du micropoint sont 
assurés. Pour un apport de spermatozoïdes au bord de la goutte dans un volume 
moins important, plus de 30  minutes sont nécessaires à  ceux-ci pour circuler 
dans le liquide d’hydratation et arriver au micropoint. Les spermatozoïdes liés 
à l’acide hyaluronique sont facilement reconnaissables : malgré des mouvements 
dynamiques de leur flagelle, malgré des mouvements dynamiques de leur flagelle, 
ils ne se déplacent pas.

Facteurs intervenant dans la liaison des spermatozoïdes : Pour remplir rapidement 
le  micropoint de spermatozoïdes liés, placez environ 100  000  spermatozoïdes 
liant à l’acide hyaluronique par ml (environ 1 000-2 000 spermatozoïdes pour un 
volume de 10-20  µl) sur le micropoint (voir figure 2). Avec le temps, le nombre 
de spermatozoïdes liés augmente car toujours plus de spermatozoïdes nageant 
librement entrent en contact avec les micropoints d’acide hyaluronique.

Choix de l’emplacement des spermatozoïdes  : La paroi du micropoint d’acide 
hyaluronique est une barrière physique à  laquelle de nombreux spermatozoïdes 
se lient car il s’agit habituellement du premier point de contact. Il est parfois 
difficile de distinguer si les spermatozoïdes sont liés au micropoint ou sont tout 
simplement en train de nager contre son bord. Pour vous assurer de sélectionner 
les spermatozoïdes liés, sélectionnez les spermatozoïdes dans la zone intérieure 
du micropoint.

Obtenir une bonne densité de spermatozoïdes liés : Si la densité de spermatozoïdes 
liés est trop élevée ou trop basse pour la sélection des spermatozoïdes, diluez ou 
concentrez l’échantillon de sperme préparé et utilisez l’échantillon de sperme 
adapté à  répandre dans le prochain micropoint. Chaque système de sélection 
des spermatozoïdes PICSI® comprend trois micropoints pour offrir plus de chances 
de réussite.

Collecte de spermatozoïdes  : Pour collecter un spermatozoïde lié, positionnez 
le bout de la micropipette près du sperme et aspirez doucement le fluide dans 
la pipette, et ainsi le spermatozoïde. Continuez la collecte jusqu’à avoir capturer 
20  à  50 spermatozoïdes. Expulsez les spermatozoïdes collectés dans la goutte 
de   PVP afin de les traiter pour l’ICSI (en inactivant le flagelle, réévaluant leur 
motilité et leur morphologie). Dans la goutte de PVP, sélectionnez et remplissez 
la pipette d’un unique spermatozoïde traité pour l’injecter dans l’ovocyte selon le 
protocole d’injection standard.

Température  : Les spermatozoïdes se lient plus facilement à  l’hydrogel d’acide 
hyaluronique à  des températures n’excédant pas 30  °C. Au-delà de cette 
température, les spermatozoïdes nagent de manière plus dynamique et la force 
employée pour la nage peut dépasser la force de liaison. Cela a pour résultat qu’un 
tiers des spermatozoïdes liés à température ambiante vont présenter une migration 
progressive à 37 °C et peuvent ne pas lier, étant alors immatures. La boîte de pétri 
du système de sélection des spermatozoïdes PICSI® placée à  un niveau chauffé 
à  37  °C redescend à  33  °C puis reste à  cette température. Les boîtes de pétri du 
système de sélection des spermatozoïdes PICSI placées à un niveau chauffé à 37 °C 
redescendent à 33 °C puis restent à cette température.

Considérations techniques  : Forme des micropoints  : Les micropoints d’acide 
hyaluronique du système de sélection des spermatozoïdes PICSI® sont de la forme 
d’un cratère. Le bord du micropoint est une paroi élevée d’hydrogel entourant une 
couche intérieure basse plate. La paroi est souple et peut avoir une forme irrégulière 
à cause de l’hydratation non homogène de l’hydrogel. 

La paroi d’hydrogel peut être percée et déchirée par une micropipette ICSI pénétrant 
directement à l’intérieure de celle-ci. Il est conseillé de positionner le bout surélevé 
de la micropipette au-dessus de l’intérieur du micropoint et de l’abaisser vers 
la surface du micropoint pour le couvrir de spermatozoïdes.

Cavités des micropoints  : Une hydratation non homogène qui a eu lieu lors de la 
fabrication peut  provoquer la formation de « cavités » dans les segments de la paroi 
du micropoint qui s’ouvrent dans le bord intérieur de la paroi. Les spermatozoïdes 
qui nagent dans une cavité se retrouvent alors comme pris au piège mais ne sont 
pas liés. Les spermatozoïdes piégés sont habituellement éloignés du centre du 
micropoint, montrent des mouvements de flagelle dynamiques et sont souvent 
en groupe. La tête d’un spermatozoïde piégé peut bouger latéralement et parfois 

de l’arrière vers l’avant dans les parois de la cavité. Les spermatozoïdes piégés 
ne doivent pas être sélectionnés car leur statut de liaison est incertain.

Stabilité des micropoints  : Si une partie de la paroi se sépare du polystyrène, les 
forces qui ont entraîné la formation de cavités peuvent également provoquer que 
la paroi du micropoint se détache progressivement de la boîte et s’enroule comme 
un ressort. Quand cela se produit, la paroi, en partie ou en intégralité, se sépare 
du micropoint. Toutefois, la couche d’acide hyaluronique intérieure du micropoint 
reste intacte. La couche d’acide hyaluronique intérieure reste stable pendant des 
heures, elle récupère et héberge des spermatozoïdes liés qui peuvent être utilisés 
pour l’ICSI. Les spermatozoïdes liés au reste de la paroi enroulée ne doivent pas être 
utilisés pour la sélection et l’isolement des spermatozoïdes. 

Dépannage : Si les spermatozoïdes n’attachent pas au micropoint : 

1. Contrôlez à  l’aide d”un test HBA® (test de liaison acide hyaluronique) si 
l’échantillon de sperme contient des spermatozoïdes matures liant à  l’acide 
hyaluronique. Si le score du HBA est proche de zéro (<5 %), on ne peut s’attendre 
à trouver des spermatozoïdes liants (dans certains laboratoires, 10 % de l’ensemble 
du don de sperme ne présente aucun spermatozoïde liant. Ceci est un facteur 
significatif contribuant à l’infertilité). 

2. Combien de temps les spermatozoïdes ont-ils incubés dans le micropoint  ? 
La  liaison est directement liée au temps accordé pour cette étape. 
Les spermatozoïdes se lient quand ils entrent en contact avec le micropoint d’acide 
hyaluronique, en nageant de manière aléatoire. Le nombre de spermatozoïdes 
liés au micropoint augmente avec le temps car de plus en plus de spermatozoïdes 
entrent en contact avec le micropoint d’acide hyaluronique. Vérifiez le micropoint 
régulièrement dans une période de deux heures pour voir si suffisamment 
de spermatozoïdes liés ont été accumulés pour une procédure ICSI.

3. La densité de spermatozoïdes liant à l’acide hyaluronique est d’une importance 
capitale. L’occupation rapide du micropoint nécessite une densité d’au moins 
100  000 spermatozoïdes liant à  l’acide hyaluronique par ml. Si le score HBA est 
peu élevé, la densité totale de spermatozoïdes doit être augmentée pour fournir 
un nombre efficace de spermatozoïdes liant à l’acide hyaluronique. Par exemple : si 
le score HBA est de 10 %, 1 000 000 de spermatozoïdes par ml au total sera requis 
pour fournir 100 000 spermatozoïdes liant à l’acide hyaluronique par ml.

Attention : la loi fédérale américaine limite l’achat de ce produit aux docteurs ou 
sur leur prescription. Un certificat d’analyse, s’il n’est pas déjà fourni dans le contenu 
de la livraison, est disponible sur demande auprès du distributeur. Ce produit est 
protégé par le brevet américain n° 5 897 988 et les applications de brevet 
correspondantes dans d’autres pays. 
Questions ou commentaires : veuillez contacter votre distributeur au numéro 
de téléphone ou à l’adresse e-mail mentionnés plus haut.

Références :
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection method 
for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. Steril. 
84(6):1665-73. 

Figure 1, boîte de pétri PICSI® 

Figure 2, liaison des spermatozoïdes par rapport au temps et à  la densité 
de spermatozoïdes.

 Liaison de spermatozoïdes en tant que fonction de densité de spermatozoïdes 
 Spermatozoïdes liés par point  Durée (min.)
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German/Deutsch
PICSI® Spermienauswahlsystem
Gebrauchsanweisung
Hersteller: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044, USA

Vertrieb: CooperSurgical, Tel. (USA): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Verwendungszweck: Das PICSI® Spermienauswahlsystem wird bei der 
ICSI-Behandlung (Intrazytoplasmatische Spermieninjektion) unfruchtbarer Paare 
zur Auswahl reifer Spermien für die Injektion eingesetzt.

Funktionsprinzip: Hyaluronan ist einer der Hauptbestandteile der 
die Oocyte umgebenden Cumulus oophorus-Matrix. Der Kopf eines reifen 
Spermiums trägt einen hyaluronanspezifischen Rezeptor, der diesem Spermium 
eine Bindung an Hyaluronan ermöglicht (1). Im Gegensatz dazu findet bei 
unreifen Spermien keine solche Bindung statt. Reife Spermien 
weisen einen DNA-Strang hoher Integrität (2) sowie eine normale Häufigkeit 
chromosomaler Aneuploidien auf. Ihr paternaler Beitrag zur Zygote ist mit dem 
eines bei der  natürlichen Befruchtung durch die Zona pellucida selektierten 
Spermiums zu vergleichen (3). 

Bei der herkömmlichen ICSI-Behandlung erfolgt die Auswahl der Spermien für die 
Injektion rein visuell auf Grundlage ihrer Morphologie und Motilität. Bei  diesem 
Ansatz bleiben jedoch die genomische Integrität des Spermiums und sein 
Vermögen, den besten paternalen Beitrag zur Zygote zu leisten, unberücksichtigt. 
Das PICSI® Spermienauswahlsystem ermöglicht die Auswahl reifer Spermien 
auf Basis ihrer Fähigkeit zur Bindung an Hyaluronan-Hydrogel. Das PICSI® 
Spermienauswahlsystem imitiert die natürliche Bindung des reifen Spermiums 
an den Cumulus oophorus, einen wichtigen Selektionsschritt bei der natürlichen 
Befruchtung.

Beschreibung: Das PICSI® Spermienauswahlsystem besteht aus einer 
Polystyrol-Kulturschale mit drei auf dem inneren Schalenboden aufgebrachten 
Hyaluronan-Mikrotropfen. Drei in die Unterseite des Schalenbodens eingefräste 
Lokalisierungsstriche erleichtern das Auffinden der Mikrotropfen. Die Mikrotropfen 
liegen in einem Bereich von etwa 2 mm Breite und 3 mm Länge hinter dem Ende 
und in der Verlängerung des jeweiligen Lokalisierungsstrichs. Das Produkt ist steril 
(SAL-Wert 10-6), nahezu frei von Endotoxinen und nicht embryotoxisch.

Vorbereitung für die Verwendung: Die Hyaluronan-Mikrotropfen werden durch 
Benetzen des in der Verlängerung der Lokalisierungslinien liegenden Bereichs mit 
10-µl-Einzeltropfen Human Tubal Fluid (HTF) mit einem Serumproteingehalt 
von mindestens 5 mg/ml oder einem anderen geeigneten Verdünnungsmittel 
für Sperma hydratisiert (Abbildung 1). Alternativ kann die Spermiensuspension 
auch direkt auf den trockenen Mikrotropfen gegeben werden. Zugleich können 
auf beliebige andere Stellen der Schale PVP-Tropfen (Polyvinylpyrrolidon) oder 
Tropfen anderer für die Manipulation von Spermien hilfreicher Flüssigkeiten 
gegeben werden. Die Schale wird in Vorbereitung für die Verwendung vorsichtig 
mit Gewebekulturöl überschichtet. Das Hydratisieren der Mikrotropfen vor dem 
Auftragen der Spermien gibt dem Hyaluronan Zeit anzuschwellen. Anschwellen 
und Bindung der Spermien setzen normalerweise innerhalb von maximal fünf 
Minuten ein. Manche Mikrotropfen benötigen jedoch 30  Minuten oder länger, 
bis sie ihre volle Bindungskapazität erreicht haben. Wird nur eine marginale 
Spermienbindung beobachtet, muss daher eine vorherige Hydratisierung über 
30 Minuten oder länger erfolgen. Alternativ kann den Spermien auch 30 Minuten 
oder länger Zeit gelassen werden, an den Tropfen zu inkubieren, bevor mit 
der Auswahl der Spermien begonnen wird. 

Verwendung des PICSI® Spermienauswahlsystems: Die Spermien 
werden in einem mindestens der zur Hydratisierung des Tropfens verwendeten 
Flüssigkeitsmenge (ca. 10 µl) entsprechenden Volumen zum vorab hydratisierten 
Mikrotropfen gegeben. Unter der Ölschicht wird mit der Spitze der die Spermien 
enthaltenden Mikropipette der Rand des hydratisierten Tropfens auf dem 
Schalenboden berührt und die Spermien werden ausgestoßen. Durch Abgabe der 
Spermien in einem Volumen, das dem der für die Hydratisierung verwendeten 
Flüssigkeit entspricht, ist die sofortige Vermischung und die Abgabe von Spermien 
in unmittelbarer Nähe des Mikrotropfens sichergestellt. Bei Abgabe der Spermien 
am Rand des Mikrotropfens in einem geringeren Volumen benötigen diese 
möglicherweise mehr als 30  Minuten, um durch die Hydratisierungsflüssigkeit 
zum Mikrotropfen zu schwimmen. Einmal an das Hyaluronan gebundene Spermien 
können leicht identifiziert werden: Sie zeigen trotz heftiger Schwanzschläge keine 
progressive Fortbewegung.

Die Spermienbindung steuernde Faktoren: Um eine schnelle Besiedelung des 
Mikrotropfens mit gebundenen Spermien zu erreichen, müssen ca. 100.000 
hyaluronan-bindende Spermien je Milliliter (entsprechend ca. 1.000 bis 
2.000 Spermien in 10 bis 20 µl Volumen) auf den Mikrotropfen gegeben werden 
(siehe Abbildung 2). Mit der Zeit nimmt die Zahl gebundener Spermien zu, da 
immer mehr frei schwimmende Spermien in Kontakt mit dem Hyaluronan-
Mikrotropfen geraten.

Bereich für die Spermienauswahl: Die Wand des Hyaluronan-Mikrotropfens stellt 
eine physikalische Barriere dar, an der viele Spermien binden, da hier üblicherweise 
der erste Kontakt stattfindet. Es ist mitunter schwer zu unterscheiden, ob die 
Spermien gebunden sind oder nur gegen die Wand des Mikrotropfens schwimmen. 
Durch Auswahl von Spermien aus dem Innenbereich des Mikrotropfens stellen Sie 
sicher, dass es sich dabei um gebundene Spermien handelt.

Erzielung einer guten Dichte gebundener Spermien: Wenn die Dichte gebundener 
Spermien zu hoch oder zu gering für eine gute Spermienauswahl ist, muss die 
präparierte Spermienprobe verdünnt bzw. konzentriert und die angepasste 
Spermienprobe auf den nächsten Mikrotropfen gegeben werden. Jedes PICSI® 
Spermienauswahlsystem trägt drei Mikrotropfen, so dass hierfür hinreichend 
Gelegenheit gegeben ist.

Sammeln von Spermien: Zum Aufsammeln eines gebundenen Spermiums 
wird die Spitze der ICSI-Mikropipette neben das Spermium gebracht und 
behutsam Flüssigkeit und so auch das Spermium in die Pipette eingesaugt. Das 
Aufsammeln wird fortgesetzt, bis etwa 20  bis 50  Spermien gewonnen wurden. 
Die aufgesammelten Spermien werden in einen PVP-Tropfen ausgestoßen, um sie 
für die ICSI vorzubereiten (Inaktivieren des Schwanzes, erneute Beurteilung von 
Motilität und Morphologie). Aus dem PVP-Tropfen wird ein einzelnes vorbereitetes 
Spermium ausgewählt und entsprechend dem Standardinjektionsprotokoll in die 
Oocyte eingeführt.

Temperatur: Die beste Spermienbindung an Hyaluronan-Hydrogel wird bei 
Temperaturen unter 30 °C erzielt. Bei Temperaturen über 30 °C nimmt die Motilität 
der Spermien zu und übersteigt möglicherweise die Bindungskraft. Dies hat zur 
Folge, dass etwa ein Drittel der bei Zimmertemperatur gebundenen Spermien 
bei 37 °C ein progressives Bewegungsmuster zeigt und möglicherweise als nicht 
gebunden und damit unreif eingeschätzt wird. Auf einen auf 37  °C erwärmten 
Mikroskoptisch platzierte PICSI® Spermienauswahlsystem-Schalen erreichen eine 
Temperatur von 33 °C und halten diese bei. Bei 33 °C und selbst bei 37 °C stehen 
noch viele gebundene Spermien für die Auswahl zur Verfügung.

Technische Aspekte: Form des Mikrotropfens: Der Hyaluronan-Mikrotropfen des 
PICSI® Spermienauswahlsystems besitzt Kraterform. Den Rand des Mikrotropfens 
bildet eine erhabene Hydrogelwand, die eine tiefere, flache Innenschicht umgibt. 
Die Wand ist flexibel und kann aufgrund ungleichmäßiger Hydration des Hydrogels 
eine unregelmäßige Gestalt aufweisen. 

Die Hydrogelwand kann durchbohrt und zerrissen werden, wenn eine 
ICSI‑Mikropipette direkt hinein gestochen wird. Es empfiehlt sich, für die 
Sammlung von Spermien die angehobene Spitze der Mikropipette über den 
Innenbereich des Mikrotropfens zu platzieren und auf die Oberfläche des 
Mikrotropfens herabzusenken.

Kavitäten des Mikrotropfens: Ungleichmäßige Hydration bei der Herstellung kann 
dazu führen, dass Abschnitte der Mikrotropfenwand kleine, zur Innenseite der Wand 

geöffnete Kavitäten ausbilden. In einer solchen Kavität schwimmende Spermien 
sind gefangen, aber nicht gebunden. Gefangene Spermien sind üblicherweise vom 
Zentrum des Mikrotropfens abgewandt, zeigen einen energischen Schwanzschlag 
und treten oftmals in Clustern auf. Die Köpfe der gefangenen Spermien können sich 
innerhalb der Umwandung der Kavität lateral, aber auch vor und zurück bewegen. 
Gefangene Spermien sollten nicht ausgewählt werden, da ihr Bindungsstatus 
unklar ist.

Stabilität der Mikrotropfen: Wenn sich ein Teil der Wand vom Polystyrol löst, 
bewirken dieselben Kräfte, die auch zur Entstehung von Kavitäten führen, 
dass sich die Wand des Mikrotropfens nach und nach von der Schale ablöst und 
zusammenrollt. Geschieht dies, löst sich die Wand teilweise oder vollständig vom 
Mikrotropfen. Die innere Hyaluronan-Schicht des Mikrotropfens bleibt jedoch 
intakt. Die innere Hyaluronan-Schicht ist für Stunden stabil, sie sammelt und hält 
gebundene Spermien, die für die ICSI verwendet werden können. An die Überreste 
einer zusammengerollten Wand gebundene Spermien sollten nicht für die Auswahl 
und Isolation verwendet werden. 

Vorgehensweise bei Problemen: Wenn die Spermien nicht an den Mikrotropfen 
binden: 

1.	 Kontrollieren Sie mithilfe eines HBA®-Tests (Hyaluronat-Bindungstest), dass die 
Spermienprobe reife, hyaluronan-bindende Spermien enthält. Sollte der HBA 

-Score unter 5 % liegen, ist keine Spermienbindung zu erwarten (in manchen 
Labors zeigt sich bei bis zu 10 % der Samenspenden keine Spermienbindung, was 
als relevant zur Infertilität beitragender Faktor anzusehen ist). 

2.	 Wie lange wurden die Spermien auf dem Mikrotropfen inkubiert? 
Die  Bindungsaktivität der Spermien steht in direktem Zusammenhang mit der 
für diesen Vorgang zugestandenen Zeit. Spermien schwimmen willkürlich in der 
Flüssigkeit und binden, wenn sie in Kontakt mit dem Hyaluronan-Mikrotropfen 
gelangen. Die Anzahl der an den Tropfen gebundenen Spermien nimmt mit 
der Zeit zu, da mehr und mehr Spermien auf den Hyaluronan-Mikrotropfen 
treffen. Überprüfen Sie den Mikrotropfen über einen Zeitraum von zwei Stunden 
regelmäßig um zu kontrollieren, ob sich genügend Spermien für das ICSI-Verfahren 
angesammelt haben.

3.	 Die Dichte an hyaluronan-bindenden Spermien ist von größter Bedeutung. 
Eine schnelle Besiedelung des Mikrotropfens erfordert eine Dichte von mindestens 
100.000 hyaluronan-bindenden Spermien je Milliliter. Bei niedrigem HBA-Score 
muss die Spermiengesamtdichte erhöht werden, um auf eine ausreichende Anzahl 
hyaluronan-bindender Spermien zu kommen. Liegt der HBA-Score beispielsweise 
bei 10 %, werden insgesamt 1.000.000 Spermien je Milliliter benötigt, um 
100.000 hyaluronan-bindende Spermien je Milliliter zu erhalten.

Warnung: Gemäß US-Bundesrecht darf dieses Produkt ausschließlich durch 
Ärzte oder auf ärztliche Verordnung verkauft werden. Sofern nicht bereits 
im Lieferumfang enthalten stellt Ihnen Ihr Händler auf Anfrage gerne ein 
Analysenzertifikat zur Verfügung. Dieses Produkt unterliegt dem Schutz 
des US-Patents Nr. 5.897.988 und entsprechenden Patentanmeldungen 
in anderen Ländern. 
Fragen oder Anmerkungen: Bitte wenden Sie sich unter der o. a. Telefonnummer 
oder E-Mail-Adresse an Ihren Händler.

Quellenangaben:
1. Huszar G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil Steril.  79(3):1616-24.

2. Yagci A, Mark W, Stronk J, Huszar G. 2010. Spermatozoa bound to solid state 
hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: an 
acridine orange fluorescence study. J Androl.  31(6):566-72.

3. Jakab A., et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection method 
for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil Steril.  
84(6):1665-73. 

Abbildung 1. Die PICSI® Schale 

Abbildung 2. Spermienbindung in Abhängigkeit von Zeit und Spermiendichte

 Spermienbindung als Funktion der Spermiendichte  Gebundene Spermien 
(je Tropfen)  Zeit (min)
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Greek/ Ελληνικά
Συσκευή επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI®
Οδηγίες χρήσης
Κατασκευαστής: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Διανομέας: CooperSurgical, Τηλέφωνο (ΗΠΑ): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Ενδεδειγμένη χρήση: Κατά τη θεραπεία στείρων ζευγαριών μέσω 
ενδοωαριακής έγχυσης σπερματοζωαρίων (Intracytoplasmic Sperm Injection - 
ICSI), η συσκευή επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI® ενδείκνυται για τη συλλογή 
ώριμων σπερματοζωαρίων προς έγχυση.

Αρχή της συσκευής: Το υαλουρονικό οξύ αποτελεί βασικό συστατικό της 
δομής του ωοφόρου δίσκου του ωοθυλακίου που περικλείει το ωάριο. Η κεφαλή 
του ώριμου σπερματοζωαρίου φέρει έναν ειδικό υποδοχέα για υαλουρονικό οξύ, 
ο οποίος επιτρέπει στο ώριμο σπερματοζωάριο να προσδεθεί στο υαλουρονικό οξύ 
(1). Αντιθέτως, το ανώριμο σπερματοζωάριο δεν προσδένεται. 
Το ώριμο σπερματοζωάριο εμφανίζει υψηλή ακεραιότητα αλυσίδας DNA (2), 
κανονική συχνότητα χρωμοσωμικών ανευπλοειδισμών και αποτελεί την πατρική 
συνεισφορά στον ζυγώτη, συγκρίσιμη με αυτήν των σπερματοζωαρίων που 
επιλέγονται από τη διαυγή ζώνη του ωαρίου κατά τη φυσική γονιμοποίηση (3). 

Στη συνήθη πρακτική του ICSI, τα σπερματοζωάρια επιλέγονται οπτικά προς έγχυση 
με βάση τη μορφολογία και την κινητικότητά τους. Ωστόσο, αυτή η προσέγγιση 
δεν αντανακλά την γονιδιωματική ακεραιότητα του σπερματοζωαρίου και την 
ικανότητά του να προσφέρει τη βέλτιστη πατρική συνεισφορά στον ζυγώτη. 
Η συσκευή επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI® παρέχει έναν τρόπο επιλογής ώριμων 
σπερματοζωαρίων με βάση τη δυνατότητά τους να προσδένονται στο υαλουρονικό 
οξύ. Η συσκευή επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI® μιμείται τη φυσική πρόσδεση 
των ώριμων σπερματοζωαρίων στον ωοφόρο δίσκο του ωοθυλακίου, ένα σημαντικό 
βήμα επιλογής κατά τη φυσική γονιμοποίηση.

Περιγραφή: Η συσκευή επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI® είναι ένα 
πολυστυρενικό τρυβλίο καλλιέργειας με τρεις μικροκηλίδες υαλουρονικού οξέος 
προσαρτημένες στον πυθμένα. Τρεις γραμμές εντοπισμού χαραγμένες στο εξωτερικό 
του πυθμένα του τρυβλίου υποδεικνύουν τη θέση των μικροκηλίδων. Η μικροκηλίδα 
βρίσκεται σε μια περιοχή με πλάτος περίπου 2 mm wide και μήκος περίπου 3 mm 
από το τέλος της γραμμής εντοπισμού. Η συσκευή είναι αποστειρωμένη, με επίπεδο 
10-6 SAL (Sterility Assurance Level), ουσιαστικά ελεύθερη από ενδοτοξίνες και μη 
τοξική για το έμβρυο.

Προετοιμασία χρήσης: Υγράνετε τις μικροκηλίδες υαλουρονικού οξέος 
τοποθετώντας μεμονωμένες σταγόνες 10 µL ανθρώπινου σαλπιγγικού υγρού 
(HTF) που περιέχουν τουλάχιστον 5 mg/mL πρωτεΐνης ορού ή άλλου κατάλληλου 
αραιωτικού σπέρματος στο τέλος κάθε γραμμής εντοπισμού καλύπτοντας την 
περιοχή στην οποία βρίσκεται η μικροκηλίδα (Εικόνα 1). Εναλλακτικά, το εναιώρημα 
σπερματοζωαρίων μπορεί να προστεθεί απευθείας στη στεγνή μικροκηλίδα. 
Σταγόνες πολυβινυλοπυρρολιδόνης (PVP) ή άλλων υγρών, χρήσιμων για τον 
χειρισμό των σπερματοζωαρίων, μπορούν επίσης να τοποθετηθούν σε άλλα σημεία 
του τρυβλίου σε αυτό το στάδιο. Γεμίστε προσεκτικά το τρυβλίο με λάδι καλλιέργειας 
ιστού, προκειμένου να το προετοιμάσετε για χρήση. Η ύγρανση της μικροκηλίδας 
πριν από την εφαρμογή των σπερματοζωαρίων δίνει χρόνο στο υαλουρονικό οξύ για 
να διογκωθεί. Η διόγκωση και η πρόσδεση των σπερματοζωαρίων ξεκινά κανονικά 
σε 5 λεπτά ή λιγότερο. Ωστόσο, μερικές μικροκηλίδες ενδέχεται να χρειαστούν 
30  λεπτά ή περισσότερο προκειμένου να φτάσουν στη μέγιστη δυνατότητα 
πρόσδεσης. Επομένως, όταν παρατηρείται οριακή πρόσδεση σπερματοζωαρίων, 
προ-υγράνετε για 30 λεπτά ή περισσότερο ή αφήστε τα σπερματοζωάρια 
να επωαστούν σε μια μικροκηλίδα για 30 λεπτά ή περισσότερο προτού τα συλλέξετε. 

Χρήση της συσκευής επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI®: Προσθέστε στην 
προ-υγραμένη μικροκηλίδα όγκο σπερματοζωαρίων ίσο ή μεγαλύτερο από αυτόν 
που χρησιμοποιήθηκε για την προ-ύγρανση της μικροκηλίδας (περίπου 10  µL). 
Ακουμπήστε το ρύγχος της μικροπιπέτας που περιέχει τα σπερματοζωάρια στην 
παρυφή της σταγόνας ύγρανσης στον πυθμένα του τρυβλίου κάτω από το λάδι και 
εγχύστε τα σπερματοζωάρια. Παρέχοντας τα σπερματοζωάρια σε όγκο ίσο προς το 
υγρό ύγρανσης, εξασφαλίζεται άμεση ανάμιξη και παροχή σπερματοζωαρίων στην 
περιοχή της μικροκηλίδας. Εάν τα σπερματοζωάρια είναι σε μικρότερη όγκο στην 
παρυφή της σταγόνας, μπορεί να απαιτηθεί χρόνος μεγαλύτερος των 30  λεπτών, 
προκειμένου αυτά να κολυμπήσουν μέσω του υγρού ύγρανσης προς τη μικροκηλίδα. 
Μόλις προσδεθούν, τα σπερματοζωάρια που έχουν προσδεθεί στο υαλουρονικό οξύ 
εντοπίζονται εύκολα: δεν εμφανίζουν προοδευτική μετακίνηση, παρόλη την έντονη 
κίνηση της ουράς τους.

Παράγοντες που καθορίζουν την πρόσδεση των σπερματοζωαρίων: Για τον γρήγορο 
αποικισμό της μικροκηλίδας με προσδεδεμένα σπερματοζωάρια, τοποθετήστε 
περίπου 100.000 σπερματοζωάρια προσδεδεμένα σε υαλουρονικό οξύ ανά mL 
(περίπου 1.000-2.000 σπερματοζωάρια συνολικά σε όγκο 10-20 µL) πάνω από 
την μικροκηλίδα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 2. Με το πέρασμα της ώρας, το 
πλήθος των προσδεδεμένων σπερματοζωαρίων θα αυξηθεί, καθώς περισσότερα 
σπερματοζωάρια που κολυμπούν έρχονται σε επαφή με τη μικροκηλίδα του 
υαλουρονικού οξέος.

Επιλογή θέσης σπερματοζωαρίων: Η επιφάνεια της μικροκηλίδας υαλουρονικού 
οξέος αποτελεί ένα φυσικό εμπόδιο στο οποίο θα προσδεθούν πολλά 
σπερματοζωάρια, δεδομένου ότι είναι το πρώτο σημείο επαφής. Ορισμένες φορές 
είναι δύσκολο να διακρίνει κανείς εάν τα σπερματοζωάρια έχουν προσδεθεί ή απλά 
κολυμπούν έναντι της παρυφής της μικροκηλίδας. Μπορείτε να βεβαιωθείτε ότι 
συλλέγετε προσδεδεμένα σπερματοζωάρια, συλλέγοντάς τα από το εσωτερικό 
της μικροκηλίδας.

Επίτευξη καλής πυκνότητας προσδεδεμένων σπερματοζωαρίων: Εάν η πυκνότητα 
των προσδεδεμένων σπερματοζωαρίων είναι πολύ υψηλή ή πολύ χαμηλή για 
επιτυχημένη συλλογή σπερματοζωαρίων, αραιώστε ή συμπυκνώστε το δείγμα 
και χρησιμοποιήστε το προσαρμοσμένο δείγμα για να εφοδιάσετε την επόμενη 
μικροκηλίδα. Παρέχονται τρεις μικροκηλίδες σε κάθε συσκευή επιλογής 
σπερματοζωαρίων PICSI® προκειμένου να έχετε επαρκείς δυνατότητες.

Συλλογή σπερματοζωαρίων: Για να συλλέξετε ένα προσδεδεμένο σπερματοζωάριο, 
τοποθετήστε το ρύγχος της μικροπιπέτας ICSI δίπλα στο σπερματοζωάριο και 
αναρροφήστε υγρό με προσοχή μέσα στην πιπέτα, έλκοντας το σπερματοζωάριο. 
Συνεχίστε τη συλλογή έως ότου συλλέξετε 20-50 σπερματοζωάρια. Εγχύστε τα 
σπερματοζωάρια που έχετε συλλέξει σε μια σταγόνα πολυβινυλοπυρρολιδόνης 
(PVP) προκειμένου να τα επεξεργαστείτε για ICSI (απενεργοποίηση της ουράς, 
επαναξιολόγηση της κινητικότητας και της μορφολογίας.) Από το σταγονίδιο PVP, 
επιλέξτε ένα μεμονωμένο, επεξεργασμένο σπερματοζωάριο για έγχυση στα ωάρια 
σύμφωνα με το τυπικό πρωτόκολλο έγχυσης.

Θερμοκρασία: Η βέλτιστη πρόσδεση σπερματοζωαρίων σε υδροπηκτή 
υαλουρονικού οξέος επιτυγχάνεται σε θερμοκρασίες χαμηλότερες των 30  °C. Σε 
θερμοκρασίες μεγαλύτερες των 30 °C, η κολυμβητική ισχύς των σπερματοζωαρίων 
αυξάνεται και ενδέχεται να υπερνικήσει τη δύναμη πρόσδεσης. Το αποτέλεσμα είναι 
ότι περίπου το ένα τρίτο των σπερματοζωαρίων που προσδένονται σε θερμοκρασία 
δωματίου θα εμφανίσουν κάποια προοδευτική μετακίνηση στους 37 °C και μπορεί 
να θεωρηθούν μη προσδεδεμένα, ανώριμα. Τα τρυβλία της συσκευής επιλογής 
σπερματοζωαρίων PICSI® που βρίσκονται σε πλάκα που έχει θερμανθεί στους 
37  °C θα μεταβούν στους 33  °C περίπου και στη συνέχεια θα παραμείνουν σε 
αυτήν τη θερμοκρασία. Στους 33 °C ή ακόμη και στους 37 °C, πολλά προσδεδεμένα 
σπερματοζωάρια θα παραμείνουν διαθέσιμα για συλλογή.

Ζητήματα τεχνικής: Σχήμα μικροκηλίδας: Η μικροκηλίδα υαλουρονικού οξέος 
της συσκευής επιλογής σπερματοζωαρίων PICSI® έχει σχήμα κρατήρα. Η παρυφή 
της μικροκηλίδας υψώνει ένα τείχος υδροπηκτής γύρω από ένα χαμηλό, επίπεδο 

εσωτερικό στρώμα. Το τείχος είναι ευέλικτο και ενδεχομένως έχει ακανόνιστο σχήμα 
λόγω ανομοιόμορφης ύγρανσης της υδροπηκτής. 

Το τείχος υδροπηκτής μπορεί να διατρηθεί και να διασπαστεί από μια μικροπιπέτα 
ICSI που κατευθύνεται απευθείας μέσα σε αυτό. Είναι προτιμότερο να τοποθετήσετε 
το ανυψωμένο ρύγχος της μικροπιπέτας πάνω από το εσωτερικό της μικροκηλίδας 
και να το κατεβάσετε προς την επιφάνεια της μικροκηλίδας για ανάκτηση των 
σπερματοζωαρίων.

Κοιλότητες μικροκηλίδας: Κατά την κατασκευή, η ανομοιόμορφη ύγρανση 
ενδέχεται να προκαλέσει τη δημιουργία μικρών κοιλοτήτων στο τείχος της 
μικροκηλίδας, οι οποίες έχουν άνοιγμα προς την εσωτερική παρυφή τους τείχους. 
Τα σπερματοζωάρια που κολυμπούν προς μια κοιλότητα παγιδεύονται, δεν 
προσδένονται. Τα παγιδευμένα σπερματοζωάρια συνήθως κατευθύνονται όλα 
σε κατεύθυνση αντίθετη από το κέντρο της μικροκηλίδας και εμφανίζουν έντονη 
κίνηση της ουράς, συχνά κατά συμπλέγματα. Οι κεφαλές των παγιδευμένων 
σπερματοζωαρίων μπορούν να κινηθούν πλευρικά και ορισμένες φορές μπρος 
και πίσω στο εσωτερικό των τοιχωμάτων της κοιλότητας. Τα παγιδευμένα 
σπερματοζωάρια δεν πρέπει να συλλεχθούν, δεδομένου ότι η κατάσταση πρόσδεσής 
τους είναι ασαφής.

Ευστάθεια μικροκηλίδας: Εάν ένα τμήμα του τείχους διαχωριστεί από το 
πολυστυρένιο, οι ίδιες δυνάμεις που δημιουργούν κοιλότητες μπορεί να 
προκαλέσουν την προοδευτική απόσπαση του τείχους της μικροκηλίδας από το 
τρυβλίο και το σχηματισμό σπειρώματος με μορφή ελατηρίου. Όταν συμβεί αυτό, 
ένα τμήμα του τείχους ή ολόκληρο το τείχος θα διαχωριστεί από την μικροκηλίδα. 
Ωστόσο, το εσωτερικό στρώμα υαλουρονικού οξέος της μικροκηλίδας θα παραμείνει 
άθικτο. Το εσωτερικό στρώμα υαλουρονικού οξέος της μικροκηλίδας είναι σταθερό 
για ώρες, συλλέγει και φιλοξενεί προσδεδεμένα σπερματοζωάρια που μπορεί να 
χρησιμοποιηθούν για ICSI. Τα σπερματοζωάρια που προσδένονται στα συστραμμένα 
κατάλοιπα του τείχους δεν πρέπει να χρησιμοποιηθούν για συλλογή και απομόνωση. 

Αντιμετώπιση προβλημάτων: Εάν τα σπερματοζωάρια δεν προσδένονται στην 
μικροκηλίδα: 

1. Βεβαιωθείτε ότι το δείγμα σπερματοζωαρίων περιέχει ώριμα σπερματοζωάρια, 
τα οποία προσδένονται σε υαλουρονικό οξύ, κάνοντας μια HBA® (Hyaluronan Binding 
Assay - Ανάλυση πρόσδεσης σε υαλουρονικό οξύ). Εάν το αποτέλεσμα της ανάλυσης 
HBA είναι κοντά στο μηδέν (< 5%), δεν αναμένεται πρόσδεση σπερματοζωαρίων 
(σε μερικά εργαστήρια έως και 10% του πληθυσμού των σπερματοζωαρίων του 
δότη υποδεικνύει απουσία πρόσδεσης. Αυτός είναι ένας σημαντικός παράγοντας 
που συμβάλλει στην υπογονιμότητα). 

2. Πόση ώρα επωάστηκαν τα σπερματοζωάρια στη μικροκηλίδα; Η πρόσδεση 
σχετίζεται άμεσα με τον χρόνο που διατέθηκε για επώαση. Τα σπερματοζωάρια 
προσδένονται όταν έρχονται σε επαφή με τη μικροκηλίδα υαλουρονικού οξέος, 
ενώ κολυμπούν τυχαία. Το πλήθος των σπερματοζωαρίων που προσδένονται 
στη μικροκηλίδα αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου, καθώς περισσότερα 
σπερματοζωάρια συναντούν την μικροκηλίδα υαλουρονικού οξέος. Ελέγξτε τη 
μικροκηλίδα περιοδικά για διάστημα δύο ωρών για να διαπιστώσετε εάν έχει 
συσσωρευτεί ικανοποιητικός αριθμός σπερματοζωαρίων για τη διαδικασία ICSI.

3. Η πυκνότητα των σπερματοζωαρίων που είναι προσδεδεμένα στο υαλουρονικό 
οξύ είναι κρίσιμος παράγοντας. Ο γρήγορος αποικισμός της μικροκηλίδας 
απαιτεί πυκνότητα τουλάχιστον 100.000 σπερματοζωαρίων που προσδένονται 
σε υαλουρονικό οξύ ανά mL. Εάν το αποτέλεσμα της ανάλυσης HBA είναι χαμηλό, 
η συνολική πυκνότητα σπερματοζωαρίων πρέπει να αυξηθεί προκειμένου να 
παραχθεί αποτελεσματικός αριθμός σπερματοζωαρίων που προσδένονται σε 
υαλουρονικό οξύ. Για παράδειγμα: Εάν το αποτέλεσμα της ανάλυσης HBA είναι 10%, 
θα απαιτηθούν συνολικά 1.000.000 σπερματοζωάρια ανά mL προκειμένου 
να  παραχθούν 100.000 σπερματοζωάρια που προσδένονται σε υαλουρονικό οξύ 
ανά mL.

Προειδοποίηση: Η ομοσπονιαδκοί νομοθεσία των Η.Π.Α. περιορίζει την 
πώληση ή  την παραγγελία της συσκευής μόνο σε ιατρούς. Πιστοποιητικό 
ανάλυσης, εάν δεν συνοδεύει το προϊόν, διατίθεται από τον διανομέα κατόπιν 
αιτήσεως. Αυτή  η  συσκευή καλύπτεται από το κατοχυρωμένο δίπλωμα 
ευρεσιτεχνίας 5.897.988 των Η.Π.Α. και τις αντίστοιχες διπλωμάτων 
αιτήσεις ευρεσιτεχνίας στο εξωτερικό. 
Ερωτήσεις ή σχόλια: Επικοινωνήστε με τον διανομέα στο τηλέφωνο ή τη 
διεύθυνση ηλεκτρονικού ταχυδρομείου που αναφέρονται παραπάνω.
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Εικόνα 1, Το τρυβλίο PICSI® 

Εικόνα 2, Πρόσδεση σπερματοζωαρίων έναντι του χρόνου και της πυκνότητας 
του σπέρματος.

 Πρόσδεση σπερματοζωαρίων ως συνάρτηση της πυκνότητας του σπέρματος 
 Προσδεδεμένα σπερματοζωάρια ανά μικροκηλίδα  Χρόνος (λεπτά)
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Hungarian/Magyar
PICSI® spermiumkiválasztó eszköz
Használati utasítás
Gyártó: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044, Amerikai Egyesült 
Államok

Forgalmazó: CooperSurgical, telefon (Amerikai Egyesült Államok):  
+203-601-5200, www.hba-picsi.com

Felhasználás javallata: A terméketlen párok intracytoplasmaticus 
spermiuminjekció (ICSI) segítségével való kezelésében a PICSI® spermiumkiválasztó 
eszköz az érett spermiumok kiválasztására szolgál.

Az eszköz működésének elve: A petesejtet körülvevő cumulus 
oophorus réteg fő összetevője a hialuronsav. Az érett spermiumok fején 
hialuronsav-receptorok találhatók, amelyek lehetővé teszik az érett spermiumok 
kötődését a hialuronsavhoz (1). Ezzel szemben az éretlen spermiumok 
nem kötődnek a hialuronsavhoz. Az érett spermiumokra jellemző a DNS-szál 
nagyfokú integritása (2) és a kromoszóma-aneuploiditások normális gyakorisága. 
Ezek a spermiumok hasonló módon járulnak hozzá a zigóta létrejöttéhez, 
mint a természetes megtermékenyítés során a zona pellucida által kiválasztott 
spermiumok (3). 

Az ICSI szokásos gyakorlatában a spermiumokat megtekintés útján, a morfológiájuk 
és a mozgékonyságuk alapján választják ki. Ez a megközelítés azonban nem veszi 
figyelembe a spermiumok genomikus integritását és a zigóta létrejöttéhez való 
legjobb apai hozzájárulásra való képességét. A PICSI® spermiumkiválasztó eszköz 
lehetővé teszi az érett spermiumok kiválasztását a hialuronsavból álló gélhez való 
kötődésük alapján. A PICSI® spermiumkiválasztó eszköz az érett spermiumoknak 
a cumulus oophoroushoz való természetes kötődését utánozza, amely fontos 
szelekciós lépés a természetes megtermékenyítésben.

Leírás: A PICSI® spermiumkiválasztó eszköz polisztirénből készült edény, 
amelyben az alsó lemez belső felszínéhez három mikroszkopikus méretű foltban 
hialuronsav van kötve. Az edény alsó lemezének a külső felszíne ki van domborítva 
három vonal formájában, amelyek segítik a mikrofoltok megtalálását. Mindegyik 
mikrofolt a rámutató vonal végétől számítva 3 mm hosszúságú és 2 mm szélességű 
területen található. Az eszköz 10-6 sterilitásbiztosítási szinten steril, gyakorlatilag 
endotoxinmentes, és nem embriotoxikus.

Előkészítés a használatra: Hidrálja a hialuronsav-mikrofoltokat egy-egy 
10  µl térfogatú cseppnyi, legalább 5 mg/ml szérumfehérjét tartalmazó humán 
petevezeték-folyadékkal vagy más, spermahígításra alkalmas folyadékkal; 
a  folyadékot jutassa a rámutató vonalak végéhez, a mikrofolt helyére (1.  ábra). 
Másik lehetőség, hogy a spermiumszuszpenziót közvetlenül a mikrofoltra juttatja. 
Ekkor az edény más részeire helyezhet polivinil-pirrolidon (PVP) vagy más, 
a  spermiumokkal való manipulációhoz használható folyadékot is. A  használatra 
való előkészítéshez óvatosan juttasson az edényre szövettenyészet-olajat. 
A mikrofolt hidrálása a spermiumok hozzáadása előtt lehetővé teszi a hialuronsav 
megduzzadását. A hialuronsav-mikrofolt duzzadása és a spermiumok kötődése 
normális esetben megkezdődik 5  percen belül. Egyes esetekben azonban 
a  mikrofolt teljes kötési képességének kialakulásáig eltelhet 30  perc vagy ennél 
hosszabb idő. Ezért ha azt tapasztalja, hogy a spermiumok csak kis mértékben 
kötődnek a mikrofoltokhoz, előzetesen hidráljon új mikrofoltokat legalább 
30 percen keresztül, mielőtt elkezdi a spermiumok kiválasztását. 

A PICSI® spermiumkiválasztó eszköz használata: Az előzetesen 
hidrált mikrofoltra juttasson spermiumokat tartalmazó, a mikrofolt hidrálásához 
alkalmazott folyadék mennyiségével egyenlő vagy annál nagyobb mennyiségű 
(körülbelül 10  µl) folyadékot. Érintse a spermiumokat tartalmazó mikropipetta 
végét a hidrálásra szolgáló csepp széléhez, az edény alján, az olajréteg alatt, 
és fecskendezze ki a spermiumokat. Ha a spermiumokat tartalmazó folyadék 
ugyanakkora térfogatú, mint a hidráló folyadék, ez biztosítja, hogy a spermiumok 
azonnal elkeveredjenek benne, és a mikrofolt közelébe kerüljenek. Ha kisebb 
mennyiségű, spermiumokat tartalmazó folyadékot juttat a csepp széléhez, több 
mint 30 perc lehet szükséges ahhoz, hogy a hidráló folyadékon keresztül eljussanak 
a mikrofolthoz. A hialuronsavhoz kötődött spermiumok könnyen azonosíthatók: 
nem haladnak annak ellenére, hogy a farkuk erőteljesen mozog.

A spermiumok kötődését meghatározó tényezők: Ahhoz, hogy a mikrofolt gyorsan 
megteljen spermiumokkal, ml-enként körülbelül 100 000, hialuronsavhoz kötődő 
spermiumot (10–20 µl térfogatban összesen körülbelül 1000–2000 spermiumot) 
kell a mikrofolthoz juttatni, lásd a 2. ábrát. Idővel egyre több spermium kötődik, 
mert egyre több úszó spermium érintkezik a hialuronsav-mikrofolttal.

A spermiumok elhelyezkedése szerinti válogatás: A hialuronsav-mikrofolt széle 
egy fizikai akadály, amelyhez számos spermium kötődik, mert általában elsőként 
ezzel érintkeznek. Néha nehéz megkülönböztetni, hogy egy spermium kötődik 
a hialuronsavhoz, vagy csak a mikrofolt széle felé úszik. Biztosan a hialuronsavhoz 
kötődő spermiumot úgy választhat ki, ha a mikrofolt közepénél elhelyezkedő 
spermiumot választ.

A kötődött spermiumok megfelelő sűrűségének biztosítása: Ha a kötődött 
spermiumok a megfelelő spermiumkiválasztáshoz túl sűrűn vagy túl ritkán 
helyezkednek el, alkalmazzon hígabb vagy sűrűbb spermiummintát, és juttassa 
ezt a következő mikrofoltra. A PICSI® spermiumkiválasztó eszközön három mikrofolt 
található, hogy erre lehetőséget biztosítson.

A spermiumok begyűjtése: A kötődött spermiumok begyűjtéséhez helyezze 
az ICSI‑hez használt mikropipetta végét a spermium mellé, és a spermium 
beszívásához óvatosan szívjon folyadékot a pipettába. Folytassa a begyűjtést, 
amíg 20–50  spermiumot fel nem szívott. Az ISCI-re való előkészítéshez (a farok 
inaktiválása és a mozgékonyság és a morfológia ismételt értékelése) a felszívott 
spermiumokat fecskendezze egy PVP-cseppbe. A PVP-cseppből válasszon ki egy 
előkészített spermiumot, és fecskendezze a petesejtbe a szokásos protokoll szerint.

Hőmérséklet: A spermiumok a legjobban 30°C alatti hőmérsékleten kötődnek 
a hialuronsavgélhez. 30°C feletti hőmérsékleten a spermiumok erőteljesebben 
úsznak, és az általuk kifejtett erő legyőzheti a hialuronsavhoz való kötődés 
erejét. Ennek következtében a szobahőmérsékleten kötődő spermiumok 
körülbelül egyharmada 37°C-on haladó mozgást mutat, és ezért nem kötődőnek, 
hanem éretlennek minősülne. A 37°C-ra melegített alapra helyezett PICSI® 
spermiumkiválasztó eszköz kb. 33°C-osra melegszik, majd ilyen hőmérsékletű 

marad. 33°C-on, de akár 37°C-on is számos kötődő spermium áll rendelkezésre 
a kiválasztáshoz.

Technikai megfontolások: A mikrofolt alakja: A PICSI® spermiumkiválasztó 
eszközön található hialuronsav-mikrofolt kráter alakú. A mikrofolt szélén a hidrogél 
egy magasabb falat képez, a belseje alacsonyabb, lapos rétegből áll. A fal rugalmas, 
és szabálytalan alakú lehet a hidrogél nem egyenletes hidrálása miatt. 

A hidrogélből álló fal elszakadhat, ha az ICSI-pipettát közvetlenül rávezetik. 
A spermiumok begyűjtéséhez a legjobb a mikropipetta végét felemelve a mikrofolt 
közepe fölé vinni, majd ott lejjebb engedni.

A mikrofoltban található üregek: A gyártás során a nem egyenletes hidrálás miatt 
a mikrofolt falában kicsiny, a fal belső széle felé nyitott üregek alakulhatnak 
ki. Az ilyen üregekbe beúszó spermiumok itt elakadnak, de ez nem jelenti azt, 
hogy kötődnének a hialuronsavhoz. Az összes elakadt spermium feje a mikrofolt 
közepétől kifelé mutat, és farkuk erőteljesen mozog; itt a spermiumok gyakran 
csoportosan vannak jelen. Az elakadt spermiumok feje oldalirányban és esetenként 
előre-hátra is mozoghat az üreg falán belül. Az ilyen elakadt spermiumot nem 
javasolt kiválasztani, mert nem biztos, hogy kötődtek.

A mikrofolt stabilitása: Ha a mikrofolt falának egy része leválik a polisztirén 
lemezről, ugyanazok az erők, amelyek az üregeket létrehozzák, a mikrofolt falának 
a lemezről való leválásához és spirál alakban való feltekeredéséhez vezethetnek. 
Ilyenkor a fal egy része vagy egésze elválik a mikrofolttól. A  mikrofolt belső 
részét alkotó hialuronsav-réteg azonban ép marad. A mikrofolt belső részét 
alkotó hialuronsav-réteg órákon keresztül stabil marad, és megköti az  ICSI-
hez használható spermiumokat. A feltekeredett falmaradványhoz kötődő 
spermiumokat nem javasolt kiválasztani. 

Hibaelhárítás: Ha a spermiumok nem kötődnek a mikrofolthoz: 

1. HBA® hialuronsav-kötődési teszt elvégzésével állapítsa meg, hogy 
a  spermamintában találhatók-e érett, hialuronsavhoz kötődő spermiumok. 
Ha  a  HBA-pontszám közel nulla (<5%), nem várható a spermiumok kötődése. 
(Egyes laboratóriumokban a donorsperma-minták akár 10%-a esetében nem 
figyelhető meg kötődés. Ez a terméketlenséghez hozzájáruló lényeges tényező.) 

2. Mennyi ideig történt a spermiumok inkubációja a mikrofolton? A kötődés 
közvetlen összefüggésben áll a kötődéshez rendelkezésre álló idővel. A spermiumok 
véletlenszerű irányban úsznak, amíg nem érintkeznek a hialuronsav-mikrofolttal. 
A folthoz kötődött spermiumok száma idővel nő, ahogy egyre több spermium 
érintkezik a mikrofolttal. Két órán keresztül rendszeresen tekintse meg 
a mikrofoltot, hogy összegyűlt-e elegendő spermium az ICSI eljáráshoz.

3. Döntő jelentőségű a hialuronsavhoz kötődő spermiumok sűrűsége. A mikrofolt 
gyors benépesítéséhez ml-enként legalább 100  000 hialuronsavhoz kötődő 
spermium szükséges. Ha a HBA-pontszám alacsony, a hialuronsavhoz kötődő 
spermiumok megfelelő számának biztosításához növelni kell a spermiumok 
koncentrációját. Például, ha a HBA-pontszám 10%, ml-enként összesen 1 000 000 
spermium szükséges ahhoz, hogy ml-enként 100  000 hialuronsavhoz kötődő 
spermium legyen a mintában.

Figyelmeztetés! Az Amerikai Egyesült Államok szövetségi törvényei ezen 
eszköz árusítását csak orvos által vagy orvos megrendelése esetén engedélyezik. 
Az Elemzési igazolás a termékkel együtt kerül szállításra, vagy kérésre megkapható 
a forgalmazótól. Az eszközt az Amerikai Egyesült Államok 5 897 988. számú 
szabványa és más országok ennek megfelelő szabványai védik. 
Kérdések és megjegyzések esetén: Forduljon a termék forgalmazójához a fent 
megadott telefonszámon vagy e-mail címen.
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1. ábra: a PICSI® edény 

2. ábra: a spermiumok kötődése az idő és a spermiumok koncentrációja függvényében

 A spermiumok kötődése a spermiumok koncentrációja függvényében  Egy 
mikrofolthoz kötődött spermiumok szám  Idő (perc)

Szimbólumok magyarázata 

Lásd a használati 
utasítást!

 

Sugárkezeléssel 
sterilizálva

 

Legmagasabb 
megengedett hőmérséklet

Szárazon tárolandó Tilos újrasterilizálni Gyártó

 

Egyszer használatos. Tilos 
újrafelhasználni.

Csak szakemberek által 
használható 

 

Felhatalmazott forgalmazó 
az Európai Közösségben

Nem pirogén (legfeljebb 
1 endotoxin-molekula 

eszközönként)

Nem citotoxikus: 1 sejtes 
egérembrió-próbával 

tesztelve

Kérésre kapható a gyártási 
tételre vonatkozó 
Elemzési igazolás

Forgalmazó Lejárati idő Gyártási szám

Hivatkozási szám A címke verziószáma Mennyiség

A címke hivatkozási 
száma

Ne használja, ha 
a csomag sérült! 

Italian/Italiano
Dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI® 
Istruzioni per l’uso
Produttore: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributore: CooperSurgical, Telefono (USA): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Uso previsto: nel trattamento dell’infertilità di coppia tramite ICSI (Iniezione 
intracitoplasmatica dello spermatozoo), il dispositivo per la selezione degli 
spermatozoi PICSI® è destinato alla selezione degli spermatozoi maturi per 
l’iniezione.

Principio del dispositivo: l’acido ialuronico è uno dei componenti 
principali della matrice del cumulo ooforo che circonda l’oocita. La testa di uno 
spermatozoo maturo trasporta un recettore specifico dell’acido ialuronico, 
che gli consente di legarsi all’acido ialuronico (1), fenomeno che non avviene 
se lo spermatozoo non è maturo. Gli spermatozoi maturi sono 
caratterizzati da un’elevata integrità della catena del DNA (2), una frequenza 
normale di  aneuploidia cromosomica e offrono il contributo paterno allo zigote, 
paragonabile a quello degli spermatozoi selezionati dalla zona pellucida durante 
la fecondazione naturale (3). 

Durante la normale procedura della ICSI, gli spermatozoi sono selezionati 
visivamente per l’iniezione, in funzione delle caratteristiche morfologiche e della 
motilità. Questo approccio, tuttavia, non rispecchia l’integrità genomica dello 
spermatozoo, né la sua capacità di offrire il miglior contributo paterno allo zigote. 
Il dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI® costituisce un mezzo per 
selezionare gli spermatozoi maturi, in funzione della loro capacità di legarsi 
all’idrogel dell’acido ialuronico. Il dispositivo per la selezione degli spermatozoi 
PICSI® riproduce il legame naturale degli spermatozoi maturi al cumulo ooforo, 
un’importante fase selettiva della fecondazione naturale.

Descrizione: il dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI® è costituito 
da una piastra di coltura in polistirene, dotata di tre micropozzetti con acido 
ialuronico situati sulla parte interna del fondo. Le tre linee di posizionamento 
goffrate sulla parte esterna del fondo della piastra agevolano l’individuazione 
dei micropozzetti. Il micropozzetto si trova in un’area larga circa 2 mm e lunga 3 
mm, a sporgere, dalla fine della linea di posizionamento. Il dispositivo è sterile, con 
Sterility Assurance Level 10-6, essenzialmente esente da endotossine e non tossico 
per gli embrioni.

Preparazione per l’uso: idratare i micropozzetti con acido ialuronico, instillando 
goccioline singole da 10  µl di fluido tubarico umano con almeno 5  mg/ml 
di sieroproteina o altri diluenti adatti agli spermatozoi alla fine di ciascuna 
linea di posizionamento e in modo da interessare l’intera area in cui è situato 
il micropozzetto (Figura 1). In alternativa, è possibile aggiungere una sospensione 
di spermatozoi direttamente al micropozzetto asciutto. In questa fase può 
risultare utile instillare gocce di polivinilpirrolidone (PVP) o di altri fluidi adatti 
alla manipolazione del liquido seminale in altri punti della piastra. Irrorare con 
cura la piastra con olio per la coltura dei tessuti per prepararla all’uso. Idratando il 
micropozzetto prima di applicare il liquido seminale, l’acido ialuronico si espande. 
Entro cinque minuti l’acido ialuronico inizia a espandersi e sono visibili i primi 
legami con gli spermatozoi. Per alcuni micropozzetti, tuttavia, possono essere 
necessari anche oltre 30 minuti per raggiungere la completa capacità legante. 
Di conseguenza, nel momento in cui si osservano fenomeni marginali di legame 
degli spermatozoi, preidratare per almeno 30 minuti o lasciare il liquido seminale 
incubare sul pozzetto per almeno 30 minuti prima di procedere con la selezione. 

Utilizzo del dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI®: 
aggiungere il liquido seminale al micropozzetto preidratato in un volume uguale 
o maggiore di quello utilizzato per preidratare il pozzetto (circa 10 µl). Far toccare 
la punta della micropipetta contenente il liquido seminale sul bordo della goccia 
per l’idratazione sul fondo della piastra sotto l’olio ed espellere il liquido seminale. 
Erogando un volume di liquido seminale uguale al fluido idratante, sono garantite 
la miscelazione e l’erogazione del liquido seminale in prossimità del micropozzetto. 
Se erogato in volumi inferiori sul bordo della goccia, possono essere necessari oltre 
30 minuti affinché gli spermatozoi raggiungano il micropozzetto dopo aver nuotato 
nel fluido idratante. Dopo che il legame si è instaurato, non è difficile individuare gli 
spermatozoi che sono legati all’acido ialuronico: non mostrano segni di migrazione 
progressiva, nonostante le vigorose oscillazioni della coda.

Fattori che favoriscono il legame degli spermatozoi: per riempire rapidamente 
il  micropozzetto con spermatozoi legati, versare circa 100.000 spermatozoi che 
si legano all’acido ialuronico per ml (circa 1000-2000 spermatozoi in totale in un 
volume di 10-20 µl) sul micropozzetto; vedere la Figura 2. Con il passare del tempo, 
il numero degli spermatozoi legati aumenta, poiché sono sempre di più quelli che, 
muovendosi, entrano in contatto con il micropozzetto con acido ialuronico.

Selezione della posizione degli spermatozoi: la parete del micropozzetto con acido 
ialuronico costituisce una barriera fisica alla quale molti spermatozoi si legano, 
poiché solitamente rappresenta il primo punto di contatto. A volte risulta difficile 
distinguere se gli spermatozoi sono legati o stanno semplicemente nuotando 
contro il bordo del micropozzetto. Per essere sicuri di selezionare spermatozoi 
legati, è possibile sceglierli dalla parte interna del micropozzetto.

Adeguata densità degli spermatozoi legati: se la densità degli spermatozoi legati 
è troppo elevata o troppo scarsa per un’adeguata selezione, diluire o concentrare 
il campione di liquido seminale preparato e utilizzare il campione ottenuto per 
seminare il micropozzetto successivo. Ciascun dispositivo per la selezione degli 
spermatozoi PICSI® è dotato di tre micropozzetti per offrire sufficienti opportunità.

Raccolta degli spermatozoi: per raccogliere uno spermatozoo legato, posizionare 
la punta della micropipetta per ICSI accanto allo spermatozoo ed aspirare 
delicatamente il fluido, attirando lo spermatozoo. Continuare la raccolta fino 
a quando non si raggiungono i 20-50 spermatozoi. Espellere gli spermatozoi 
aspirati in una goccia di PVP per prepararli per l’ICSI (disattivazione della coda, 
rivalutazione della motilità e delle caratteristiche morfologiche). Dalla goccia 
di PVP, selezionare e caricare un singolo spermatozoo preparato per l’iniezione 
nell’oocita, in ottemperanza al protocollo di iniezione standard adottato.

Temperatura: gli spermatozoi legano bene all’idrogel dell’acido ialuronico 
a temperature inferiori a 30 °C. Oltre i 30 °C, il vigore degli spermatozoi aumenta 
e la forza di movimento può superare quella di legame, con il risultato che circa un 
terzo degli spermatozoi legati a temperatura ambiente mostra segni di migrazione 
progressiva a 37  °C e può essere ritenuto non legato, non maturo. Le piastre del 
dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI® collocate su una piattaforma 
riscaldata a 37  °C raggiungono circa i 33  °C e rimangono a quella temperatura. 
A 33 °C o anche a 37 °C, è possibile ancora selezionare molti spermatozoi legati.

Considerazioni di natura tecnica: Forma del micropozzetto: il micropozzetto 
con acido ialuronico del dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI® 
è caratterizzato da una forma a cratere. Il bordo del micropozzetto è costituito da 
una parete rialzata di idrogel che racchiude uno strato interno piatto. La parete 
è flessibile e può essere di forma irregolare a causa dell’idratazione non uniforme 
dell’idrogel. 

La parete in idrogel può essere forata e lacerata dal contatto diretto di una 
micropipetta per ICSI. Per recuperare gli spermatozoi è preferibile posizionare 

la punta sollevata della micropipetta oltre la parte interna e abbassarla verso 
la superficie del micropozzetto.

Insenature del micropozzetto: durante la produzione, l’idratazione non uniforme 
può causare la creazione di piccole insenature sulla parete del micropozzetto, 
che si aprono verso il bordo interno della parete. Gli spermatozoi che nuotano 
all’interno dell’insenatura rimangono intrappolati, non sono legati. Gli spermatozoi 
intrappolati non sono rivolti solitamente verso il centro del micropozzetto 
e  mostrano un vigoroso movimento della coda, spesso in cluster. Le teste degli 
spermatozoi intrappolati possono muoversi lateralmente e solitamente avanti 
e indietro entro le pareti dell’insenatura. Gli spermatozoi intrappolati non vanno 
selezionati, poiché lo stato del legame non è chiaro.

Stabilità del micropozzetto: se una parte della parete si separa dal polistirene, le 
stesse forze che formano le insenature possono causare il distacco progressivo della 
parete del micropozzetto dalla piastra e un suo avvolgimento a molla. In tal caso, 
una porzione o l’intera parete si distacca dal micropozzetto. Tuttavia, lo strato di 
acido ialuronico all’interno del micropozzetto rimane intatto. Lo strato interno di 
acido ialuronico rimane stabile per ore, raccoglie e ospita gli spermatozoi legati che 
possono essere utilizzati per l’ICSI. Gli spermatozoi legati alla parete arricciata non 
vanno utilizzati per la selezione e l’isolamento. 

Risoluzione dei problemi: se gli spermatozoi non si legano al micropozzetto: 

1. Stabilire che il campione di liquido seminale contenga spermatozoi maturi 
che  si   legano all’acido ialuronico eseguendo il test di maturità spermatica 
HBA®. Se  il risultato del test HBA è prossimo allo zero (<5 %), non sono presenti  
spermatozoi con capacità legante. In alcuni laboratori fino al 10% della popolazione 
di spermatozoi del donatore non mostra segni di legame e questo rappresenta 
un’importante causa di infertilità. 

2. Valutare la durata di incubazione del liquido seminale sul micropozzetto 
La  capacità legante è direttamente proporzionale al tempo disponibile per 
instaurare il legame. Gli spermatozoi legano quando entrano in contatto con il 
micropozzetto con acido ialuronico, mentre nuotano in modo casuale. Il numero 
di spermatozoi legati al pozzetto aumenta con il tempo, poiché aumentano gli 
spermatozoi che entrano in contatto con il micropozzetto con acido ialuronico. 
Controllare periodicamente il micropozzetto nel corso di due ore, per constatare se 
il numero di spermatozoi accumulato sia sufficiente per una procedura ICSI.

3. La densità degli spermatozoi che si legano all’acido ialuronico rappresenta un 
fattore di estrema importanza. Il riempimento rapido del micropozzetto richiede 
una densità pari ad almeno 100.000 spermatozoi che si legano all’acido ialuronico 
per ml. Se il risultato del test HBA è troppo basso, è necessario aumentare la densità 
totale del liquido seminale, per ottenere un numero adeguato di spermatozoi 
che si legano all’acido ialuronico. Ad esempio: se il risultato del test HBA è pari al 
10%, saranno necessari 1.000.000 di spermatozoi in totale per ml, per ottenere 
100.000 spermatozoi che si legano all’acido ialuronico per ml.

Avvertenza: le leggi federali statunitensi limitano la vendita di questo dispositivo 
a personale medico o provvisto di prescrizione medica. Un certificato di analisi, 
se non fornito al momento della spedizione, è disponibile a richiesta presso 
il distributore. Questo prodotto è coperto da brevetto USA 5.897.988 e dalle 
richieste di brevetto estere corrispondenti. 
Domande e commenti: contattare il distributore telefonicamente o tramite 
l’indirizzo e-mail fornito in precedenza.
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acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 
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Figura 2, Spermatozoi legati in funzione del tempo e della densità.
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PICSI® 精子選別装置
使用説明書
製造者： Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

販売者: CooperSurgical, Telephone（US）: +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

使用目的 PICSI® 精子選別装置は、卵細胞質内精子注入法
（ICSI）による不妊カップルの治療で注入する成熟精子の選

別に用います。
装置の原理： ヒアルロン酸は、卵母細胞を覆う卵丘の基質
の主要素です。 成熟精子の頭部にはヒアルロン酸に特異
的な受容体があり、成熟精子はそこでヒアルロン酸に結合
できます（1）。 反対に、未成熟精子は結合しません。 成熟精
子はDNA鎖の完全性が高く（2）、染色体異数性の頻度が正常
で、受精卵における父親の関与度は自然受精時に透明帯
によって選別される精子の場合と同等（3）です。 

ICSIの通常の操作では、注入する精子をその形態と運動性
に基づいて視覚的に選別しています。 しかしこの方法は、
精子の遺伝的な完全性を意味するものでも、受精卵への
父親の関与度について精子の能力を最大限に引き出すも
のでもありません。 PICSI® 精子選別装置は、ヒアルロン酸ハ
イドロジェルへの結合能に基づいて成熟精子を選別する
手段です。 PICSI® 精子選別装置は、自然な受精での重要な選
別ステップである、成熟精子が卵丘に自然に結合する方法
を模しています。
装置の説明： PICSI® 精子選別装置はポリスチレン製の培養皿
です。内部の底にヒアルロン酸の3つのマイクロドットが加
工されています。 マイクロドットでの位置操作をやりやすく
するために、皿底の外側に凸状に3本の線をエンボス加工
しています。 マイクロドットは、その線の縁から突き出たお
よそ幅2 mm、長さ3 mmのエリアにあります。 本装置は、エンド
トキシンのないことが必須の滅菌保証レベル10-6 の無菌状
態なので、胚に及ぼす毒性がありません。
調製： マイクロドットのあるエリアの各ラインの縁に最低5 
mg/mLの血清タンパク質を含むヒト卵管液（HTL）または適切
なその他の精子希釈液の10 µLを1滴垂らして、ヒアルロン酸
のマイクロドットを水和します（図1）。 または、精子の懸濁
液を乾燥したマイクロドットに直接入れてもかまいません。 
この段階では、精子の操作に有用なポリビニルピロリドン

（PVP）やその他の液体を培養皿のどこにでも滴下できま
す。 組織培養オイルを慎重に加えて、調製してください。 精
子を入れる前にマイクロドットを水和することによって、ヒ
アルロン酸増大の時間が確保できます。 通常、5分以内にヒ
アルロン酸の増加と精子の結合が始まります。 ただし、十
分な結合能に至るまでに30分以上かかることのあるマイク
ロドットもあります。 したがって精子結合の兆しが認められ
た際は、精子の選別を始める前に必ず30分以上事前に水和
するか、またはドットの上で精子が30分以上インキュベート
されるようにします。 

PICSI® 精子選別装置の使用法 事前水和したマイクロドット
に、ドットの事前水和に使用した量と等量以上の精子（約10 
µL）を注入します。 オイル下で、精子の入ったマイクロピペッ
トの先端を皿底の水和滴の縁に触れさせて、精子を押し出
します。 水和液と同じくらいの量の精子を入れることによっ
て、精子の直接混和とマイクロドット近傍への配置が確実
に行われます。 水和滴の縁に少量の精子しか入れないと、
水和液を泳いでマイクロドットに至るまでに30分以上かか
ることがあります。 精子がヒアルロン酸と結合すれば、容易
にそれと識別できます。 つまり、尾（鞭毛）の動きに勢いが
あるにもかかわらず前方に進まなくなります。
精子の結合を左右する因子： 結合した精子をマイクロドッ
トで迅速に得るため、マイクロドットの上に約100,000/mLのヒ
アルロン酸結合精子（10～20 µL量に約1,000～2,000）を注入し
ます（図2参照）。時間が経つにつれて泳いでヒアルロン酸
と接する精子が増えるので、結合する精子数が増加します。
精子の場所の選別： 結合する多くの精子にとって、ヒアルロ
ン酸マイクロドットの壁は物理的な障壁です。この壁が通
常最初に接する地点なためです。 精子が結合しているの
か、または単にマイクロドットの縁と反対方向に泳いでい
るかの区別は難しいことがありますが、 マイクロドットの内
側から精子を選ぶことで、結合した精子を確実に選別する
ことができます。
適した密度の結合精子にする： 結合精子が理想的な状態よ
りも過密状態であるかまたは疎らすぎる場合は、それぞれ
希釈または濃縮して、その調整した精子検体を次のマイク
ロドットに播種します。 受精の機会を十分高めるよう、PICSI® 
精子選別装置には3つのマイクロドットが作られています。
精子の採取： 結合した精子を採取するには、ICSIマイクロピ
ペットの先端を精子の横に据えて静かに液を吸引してその
精子を取り込みます。 20～50の精子を捕捉するまで採取を
続けてください。 捕捉した精子をPVPドロップの方に移動さ
せて、ICSI用に調製します（尾の動きを抑え、運動性と形態を
再評価します）。 ラボの標準注入プロトコルに従って、注入
用に調製した精子をPVPドロップレットから1つ選別し、卵母
細胞に添加します。
温度： 精子がヒアルロン酸のハイドロジェルに結合するの
に適した温度は30°未満です。 30°C以上では精子泳動の勢い
が高まり、泳ぎの力の方が結合力を上回る可能性がありま
す。 その結果、室温で結合した精子の約3分の1が37°Cで漸進
的移動を示して、結合していない未成熟なものとみなされ
ることがあります。 PICSI® 精子選別装置の37°Cの加熱ステージ
に置いた皿は約33°Cになり、その温度に留まります。 33°Cま
たは37°Cの場合でも、結合した多くの精子は選別可能な状
態にあります。
技術的考慮点： マイクロドットの形状： PICSI® 精子選別装置
のヒアルロン酸マイクロドットはクレーター状になってい
ます。 マイクロドットの縁は隆起したハイドロジェルの壁
で、低く平らな内側の層を取り巻いています。 その壁は弾
力があり、ハイドロジェルの水和が均等でないために不定
形なことがあります。 

ICSIのマイクロピペットをハイドロジェルの壁に直接刺し入
れて穴を開け、裂くことができます。 精子の採取では、マイ
クロドットの内側にかかるような位置でマイクロピペット
の先端を上に向け、それをマイクロドット表面に下ろすの
が最良の方法です。
マイクロドットの穴： 調製中の不均一な水和によって、マイ
クロドットの壁が区分化して、壁の内側の縁に向かって小
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さな「穴」が開くことがあります。 そのような穴に移動した
精子は囚われて結合しません。 囚われた精子は通常マイク
ロドットの中心から反対の方向に向かい、多くの場合、群れ
をなして尾を盛んに動かします。 囚われた精子の頭部は側
方にも動くこともあり、ときには穴の壁のなかで行ったり来
たりします。 結合状態が分からないので、囚われた精子を
選別しないでください。
マイクロドットの安定性： 壁の一部がポリスチレンから分
離していると、穴が開くのと同じ作用によってマイクロドッ
トの壁が次第に培養皿から剥離し、バネのようにコイル状
になることがあります。 こうなると、壁の一部またはすべて
がマイクロドットからはがれます。 ただし、マイクロドット内
部のヒアルロン酸の層は無傷のままです。 内側のヒアルロ
ン酸層は数時間安定しており、ICSIに使える結合精子を集め
て保存できます。 巻き上がった壁の縁に接着していた精子
を、精子の選別や隔離に使用しないでください。 

トラブルシューティング： 精子がマイクロドットに結合しな
い場合： 

1. HBA® ヒアルロン酸結合アッセイを使って、精子検体にヒア
ルロン酸に結合する成熟した精子が含まれていることを確
認してください。 HBA スコアがゼロに近い場合（<5%）、精子
の結合は期待できません（検体数が10%でも、ラボの中には
精子が結合しないところもあります。 HBAは不妊の重要な因
子です）。 

2. 精子はマイクロドットでどれくらいの時間インキュベート
されていますか？ 結合は、結合させるための時間の長さに
直接関係します。 精子は、ランダムに泳いでヒアルロン酸
のマイクロドットと接触する際に結合します。 マイクロドッ
トに結合する精子の数は時間とともに増加します。ヒアル
ロン酸のマイクロドットに遭遇する精子が増えるためです。 
2時間のあいだ定期的にマイクロドットを確認して、ICSIの手
順で使うのに十分な結合精子ができているか点検してくだ
さい。
3. ヒアルロン酸に結合した精子の密度が重要です。 マイク
ロドットで迅速に増やすには、最低でも1 mLにつき100,000の
ヒアルロン酸結合精子が必要です。HBAスコアが低い場合
は、合計精子数を増やしてヒアルロン酸結合精子を有効な
数にする必要があります。 例えば、 HBAスコアが10%なら、1 mL
につき100,000のヒアルロン酸結合精子を得るためには、合
計1,000,000/mLの精子が必要です。
警告： 本装置は、米国連邦法によって、医師への販売また
は医師からの注文に限定されています。 分析証明書が出
荷時に添付されていない場合は、販売者からの求めがあ
れば送付します。 本装置は米国特許5,897,988および対応する
国外の特許出願によって保護されています。 

お問い合わせやご意見： 上記の電話番号またはメールアド
レスで販売者にお伝えください。
参考文献：
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665‑73. 

図1、PICSI® の培養皿 

図2、時間と結合精子数の関係
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Korean/한국어
PICSI® 정자 선택 장치(Sperm Selection Device)

사용설명서

제조사: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

판매 대리점: CooperSurgical, 연락처(미국): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

사용 용도: PICSI® 정자 선택 장치는 난자의 세포질 내 정자 
주입술(Intracytoplasmic Sperm Injection, ICSI)을 이용한 불임부부 
치료 시, 정자 주입에 적합한 성숙 정자를 선택하는 데 
사용됩니다.

장치의 원리: 히알루로난(hyaluronan)은 난모 세포를 둘러싸고 
있는 난구(cumulus oophorus) 의 주된 성분입니다. 성숙한 
정자의 머리에는 성숙한 정자가 히알루로난과 결합할 수 
있는 히알루로난 특유 수용체를 가지고 있습니다(1). 이와 
달리, 미성숙 정자는 결합할 수 없습니다. 성숙한 정자는 
염색체 이수배수체(Chromosomal aneuploidies)의 정상 주파수인 
고도의 DNA 사슬 무결성(2)을 나타내며 자연 수정 중 투명대
(zona pellucida)가 선택하는 정자와 유사한 접합자에 대한 부성 
기여를 제공합니다(3). 

ICSI를 임상에 사용할 때, 형태와 운동성을 토대로 주입하기 
위해 정자는 육안으로 선택됩니다. 그러나 이러한 접근법은 
정자의 유전체 무결성과 접합자에 최상의 부성 기여를 
제공할 수 있는 능력을 반영하지 않습니다. PICSI® 정자 선택 
장치는 히알루로난 히드로겔(hyaluronan hydrogel)과 결합할 수 
있는 능력을 토대로 성숙한 난자를 선택할 수 있는 방법을 
제공합니다. PICSI® 정자 선택 장치는 자연 수정에서 중요한 
선택 단계인 난모 세포와 성숙한 정자의 자연스러운 결합을 
모방합니다.

설명: PICSI® 정자 선택 장치는 하이루로난 마이크로도트 3
개가 내부 바닥에 부착된 폴리스티렌 배양 접시입니다. 접시 
바닥 외부에 양각된 배치선 3개는 마이크로도트의 배치를 
용이하게 합니다. 마이크로도트의 면적은 폭 약 2mm, 길이 
3mm로 배치선 끝에 돌출되어 있습니다. 장치는 무균 보증 
수준 10-6으로 기본적으로 내독소가 없으며 태아에 대해 
무독성을 띱니다.

사용 준비: 마이크로도트가 위치하는 부위를 덮고 있는 각 
배치선 끝에 혈청 단백질을 비롯한 적절한 정자 희석제를 
5mg/mL 이상 함유하는 HTF(Human Tubal Fluid)를 10-µL 배치하여 
하이루로난 마이크로도트를 수화하십시오(그림 1). 혹은 
건조한 마이크로도트에 정자 현탁액을 직접 추가해도 
됩니다. 이때 정자 조작에 유용한 폴리비닐피롤리돈(PVP)을 
비롯한 기타 체액도 접시에 놓을 수 있습니다. 접시에 조직 
배양 오일을 조심스럽게 채우면 사용 준비가 끝납니다. 
정자를 도포하기 전에 마이크로도트를 수화시키면 
하이루로난이 팽창할 시간을 가질 수 있습니다. 팽창과 
정자 결합은 일반적으로 5분 이내에 시작됩니다. 그러나 
일부 마이크로도트는 완전한 결합 능력에 도달하기까지 30
분 이상이 소요될 수 있습니다. 따라서 주변부 정자 결합이 
보이면 정자를 선택하기 전에 30분 이상 미리 수화시키거나 
정자가 도트에서 30분 이상 배양되도록 하십시오. 

PICSI® 정자 선택 장치 사용: 도트를 미리 수화하기 위해 사용된 
것보다 많은 양의 정자를 미리 수화된 마이크로도트에 
추가하십시오(약 10 µL). 정자가 들어 있는 마이크로피펫 
끝을 오일 아래 접시 바닥에 있는 수화 방울 가장자리에 
대고 정자를 배출시키십시오. 수화 체액과 동일한 양의 
정자를 전달하면, 정자의 직접적인 혼합과 마이크로도트 
주변에 대한 전달이 보장됩니다. 방울 가장자리로 전달되는 
정자의 양이 소량일 경우에는, 정자가 수화액을 통과하여 
마이크로도트에 도달하는 데 30분 이상이 소요될 수 
있습니다. 결합을 마친 하이루로난 결합 정자는 쉽게 식별할 
수 있습니다. 즉, 결합 정자는 꼬리는 힘있게 흔들지만 
진행성 이동을 보이지 않습니다.

정자 결합에 영향을 미치는 요인: 결합된 정자를 
마이크로도트에 신속하게 배치하려면 하이루로난 결합 
정자를 mL당 약 10만 마리가량(10-20µL에 정자 총 약 1,000-
2,000마리) 마이크로도트에 배치하십시오(그림 2 참조). 
시간이 경과하면 하이루로난 마이크로도트에 접촉하기 
위해 헤엄치는 정자가 늘어나기 때문에 결합 정자의 수도 
증가합니다.

정자 위치 선택: 하이루로난 마이크로도트 벽은 정자가 처음 
접촉하는 지점이기 때문에 많은 정자가 결합하는 물리적 
장벽입니다. 정자가 결합했는지 아니면 마이크로도트 

가장자리로 헤엄치는지 구분하기 어려운 경우가 있습니다. 
마이크로도트 내부에서 정자를 선택하면 결합을 마친 
정자를 확실하게 선택할 수 있습니다.

결합 정자의 적절한 밀도 획득: 결합 정자의 밀도가 적절한 
정자 선택을 하기에 지나치게 높거나 낮으면 준비된 정자 
표본을 희석하거나 농축하고 조정된 정자 표본을 이용하여 
다음 마이크로도트에 도포합니다. 각 PICSI® 정자 선택 
장치에는 충분한 기회를 제공하기 위해 마이크로도트가 3
개 제공됩니다.

정자 채집: 결합된 정자를 채집하기 위해 정자 옆에 ICSI 
마이크로피펫 끝을 놓고 피펫으로 체액을 부드럽게 
흡입하여 정자를 빨아들이십시오. 정자가 20-50개 포집될 
때까지 채집을 지속하십시오. 포집된 정자는 PVP 적제에 
배출하여 ICSI에 맞게 처리하십시오(꼬리 불활화, 운동성 및 
형태 재평가). PVP 액적에서 표준 주입 프로토콜에 따라 난모 
세포에 주입할 정자 한 마리를 선택 및 적재하십시오.

온도: 정자는 30°C 이하에서 하이루로난 히드로겔과 가장 잘 
결합합니다. 30°C 이상에서는 정자의 수영 활력이 증가하여 
영력이 결합력을 초과할 수 있습니다. 이렇게 되면 실온에서 
결합되는 정자 가운데 약 3분의 1은 37°C에서 일부 진행성 
이동을 보이기 때문에 결합을 하지 않은 미성숙 정자로 
간주될 수 있습니다. 37°C 가온 단계에 배치되는 PICSI® 정자 
선택 장치 접시는 약 33°C가 된 후 실온을 유지합니다. 33°C, 
심지어 37°C에서도 대다수 결합 정자는 선택에 이용 가능한 
상태로 유지됩니다.

기술 고려 사항: 마이크로도트 형태: PICSI® 정자 선택 
장치 하이루로난 마이크로도트는 분화구 모양입니다. 
마이크로도트 가장자리는 양각된 히드로겔 벽체로 편평한 
내부 층을 둘러싸고 있습니다. 벽면은 유연하며 히드로겔의 
불균등 수화로 인해 형태가 불규칙할 수 있습니다. 

히드로겔 벽면은 ICSI 마이크로피펫을 이용하여 천공하여 
통과할 수 있습니다. 마이크로피펫 끝을 마이크로도트 내부 
위에 들고 있다가 마이크로도트 표면으로 낮춘 다음 정자를 
회수하는 것이 가장 바람직합니다.

마이크로도트 동굴: 제조 과정에서 불균등 수화로 인해 
마이크로도트 벽면의 구간에는 벽면 내부 가장자리로 
개방되는 소형 “동굴”이 생성될 수 있습니다. 동굴에 빠지는 
정자는 결합할 수 없습니다. 동굴에 갇힌 정자는 보통 
마이크로도트 중앙을 마주보고 있으며 흔히 무리지어 
힘차게 꼬리를 흔듭니다. 동굴에 갇힌 정자의 머리는 
측방으로 움직이며 동굴 벽 안에서는 앞뒤로 움직이는 
경우도 있습니다. 동굴에 갇힌 정자는 결합 상태가 
불분명하기 때문에 선택해서는 안 됩니다.

마이크로도트 안정성: 벽면의 일부가 폴리스티렌에서 
분리되면 동굴을 형성하는 동일한 힘으로 인해 
마이크로도트 벽면이 점차 접시에서 분리되어 스프링처럼 
감길 수 있습니다. 이런 현상이 나타나면 일부나 전체 벽면이 
마이크로도트에서 분리됩니다. 그러나 마이크로도트 내부 
하이루로난 층은 온전히 유지됩니다. 내부 하이루로난 
층은 수 시간 동안 안정을 유지하며 ICSI에 사용될 수 있는 
결합 정자를 채집 및 수용합니다. 말려 올라간 벽면 잔해에 
결합되는 정자는 정자 선택 및 격리에 사용해서는 안 됩니다. 

문제 해결: 정자가 마이크로도트와 결합하지 않을 경우: 

1. HBA® Hyaluronan Binding Assay를 이용한 검사를 통해 정자 
표본이 성숙한 하이루로난 결합 정자를 보유하고 있는지 
확인하십시오. HBA 점수가 제로에 가까울 경우(5% 미만)에는 
정자 결합이 예상되지 않습니다(일부 실험실에서는 공여 
정자군 최대 10%도 정자 결합을 나타내지 않습니다. 이것은 
불임의 큰 요인 중 하나입니다). 

2. 정자를 마이크로도트에 배양하는 기간은? 결합은 결합에 
허용되는 시간과 직접적인 관계가 있습니다. 정자는 
무작위로 수영하며 하이루로난 마이크로도트와 접촉할 
때 결합합니다. 도트에 결합하는 정자 수는 하이루로난 
마이크로도트와 정자가 만나는 시간에 비례하여 증가할 
것입니다. 마이크로도트를 두 시간 간격으로 점검하여 ICSI 
시술에 충분한 결합 정자가 축적되었는지 확인하십시오.

3. 하이루로난 결합 정차의 밀도는 대단히 중요합니다. 
마이크로도트의 신속한 배치를 위해 필요한 밀도는 최소한 
mL당 하이루로난 결합 정자 10만 마리 이상입니다. HBA 점수가 
낮을 경우에는 전체 정자 밀도를 증가시켜 효과적인 수치의 
하이루로난 결합 정자를 전달해야 합니다. 예: HBA 점수가 10%
이면 mL당 하이루로난 결합 정자 10만 마리를 전달하기 위해 
mL당 정자 총 100만 마리가 필요합니다.

경고: 미 연방법에서는 본 장치의 판매 또는 주문 주체를 
의사로 제한하고 있습니다. 선적 시 분석증을 동봉하지 
않았을 경우 판매 대리점의 요청 시 제공 가능합니다. 
장치는 미국 특허번호 5,897,988와 해당 외국 특허출원에 
의거하여 보호됩니다. 

문의 또는 의견: 위에 소개한 전화번호나 이메일로 판매 
대리점에 문의하시기 바랍니다.
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그림 1, The PICSI® 접시 

그림 2, 정자 결합 대 시간 및 정자 밀도.
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Latvian/Latviešu
PICSI® Spermas atlases ierīce
Lietošanas intrukcija
Ražotājs: SIA ¨Biocoat¨ 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Izplatītājs: SIA ¨CooperSurgical¨, tālrunis (ASV): +203-601-5200  
http://www.hba-picsi.com

Paredzēts lietošanai: Neauglīgo pāru ārstēšanā ar intracitoplazmas 
spermas injicēšanas metodi (ICSI), PICSI® spermas atlases ierīce ir paredzēta, 
lai atlasītu nobriedušu spermu injekcijai.

Ierīces darbības princps: Hialuronāts ir galvenais olšūnas uzkalnu 
(cumulus oophorus) aptverošās struktūras komponents. Nobrieduša spermija galvā 
ir hialuronānam atbilstošs receptors, kas nobriedušam spermijam ļauj piesaistīt 
hialuronānu (1). Turpretī nenobrieduša sperma nepiesaista. 
Nobriedušai spermai piemīt augsta DNS virknes integritāte (2), normāla 
hromosomu aneuploīdiju frekvence, un tā nodrošina tādu vīrišķo ieguldījumu 
zigotā, kas pielīdzināms dabiskajā apaugļošanā pellucīda zonas piesaistītajai 
spermai (3). 

Parastajā ICSI praksē spermiji injekcijām tiek atlasīti vizuāli, pamatojoties uz 
to morfoloģiju un kustīgumu. Tomēr šī pieeja neļauj noteikt spermas genoma 
viengabalainību un tās spēju nodrošināt vislabāko vīrišķo ieguldījumu zigotā. 
PCSI® Spermas atlases ierīce nodrošina iespēju atlasīt nobriedušus spermijus, 
pamatojoties uz to spēju saistīties ar hialuronāna hidrogelu. PICSI® Spermas atlases 
ierīce atdarina dabisko nobriedušo spermiju piesaisti olšūnas uzkalnam (cumulus 
oophorous), kas ir svarīgs atlases solis dabiskajā apaugļošanā.

Apraksts: PICSI® Spermas atlases ierīce ir polistirola kultūrtrauks ar trim 
hialuronāna sīkpunktiem, kas piestiprināti tā iekšējam dibenam. Trīs norādošās 
līnijas, kas iespiestas uz trauka ārējā dibena, atzīmē sīkpunktu atrašanās vietu. 
Sīkpunkts ir atrodams aptuveni 2 mm platā un 3 mm garā projekcijas laukumā no 
norādošās līnijas beigām. Ierīce ir sterila, sterilitātes nodrošinājuma līmenis 10-6, 
pilnīgi tīra no endotoksīniem un nav kaitīga embrijiem.

Sagatavošana lietošanai: Pie katras norādošās līnijas beigām, kas norāda 
sīkpunktu atrašanās vietu (1.attēls), samitrināt hialuronāna sīkpunktus, novietojot 
vienu 10-μL cilvēka olvadu šķidruma (HTF) pilienu, kas satur vismaz 5  mg/mL 
seruma proteīnu vai citu atbilstošu spermas atšķaidītāju. Spermas suspensiju 
var novietot arī tieši uz sausa sīkpunkta. Tai pašā laikā citā vietā uz trauka var 
tikt novietoti polivinilpirolidona (PVP) vai cita spermas manipulācijām noderīga 
šķidruma pilieni. Lai sagatavotu to lietošanai, uzmanīgi iepludināt traukā audu 
kultūreļļu. Mitrinot sīkpunktus pirms spermas pievienošanas, hialuronānam 
dod laiku uzbriest. Briešana un spermas piesaiste parasti sākas 5  minūšu laikā. 
Tomēr daži sīkpunkti pilnu piesaistes spēju var sasniegt pēc 30  minūtēm vai 
vēlāk. Tāpēc, ja tiek novērota spermas piesaistes aizkave, vēlams pirms spermas 
atlases 30  minūtes vai ilgāk veikt priekšmitrināšanu vai ļaut spermai inkubēties 
uz punktiem 30 minūtes vai ilgāk. 

PICSI® Spermas atlases ierīces lietošana: Spermu novieto uz iepriekš 
mitrināta sīkpunkta tikpat lielā apjomā vai vairāk par to apjomu, kas lietots punkta 
priekšmitrināšanai (aptuveni 10 μL). Pieskarties ar spermu saturošās mikropipetes 
galu mitrinātā piliena malai trauka dibenā un zem eļļas izspiest spermu. Novietojot 
spermu tilpumā, kas vienāds ar mitrināšanas šķidrumu, tiek nodrošināta tūlītēja 
spermas sajaukšanās un piekļuve sīkpunkta tiešā tuvumā. Ja sperma tiek 
novietota mazakā daudzumā piles malā, ir vajadzīgas vairāk kā 30 minūtes, kamēr 
tā  pa mitrināšanas šķidrumu piepeldēs sīkpunktam. Kad piesaiste ir notikusi, 
hialuronāna piesaistīto spermu viegli identificēt: neskatoties uz enerģisku astītes 
vicināšanu, nenotiek aktīva pārvietošanās.

Faktori, kas nosaka spermiju piesaistīšanos: Lai sīkpunktu ātri aizpildītu 
ar  piesaistīto spermu, novietot apmēram 100  000 hialuronānam piesaistītāmo 
spermiju uz mL (kopā aptuveni 20-10 μL apjomā ir 1000-2000 spermiju) 
uz  sīkpunktu, skatīt 2. att. Laikam ritot, piesaistīto spermiju skaits palielināsies, 
jo arvien vairāk peldošo spermatozoīdu piekļūs hialuronāna sīkpunktam.

Spermas novietojuma izvēle: Hialuronāna sīkpunkta mala ir robeža, pie kuras 
piesaistīsies daudzi spermiji, jo tas parasti ir pirmais kontaktpunkts. Dažreiz ir 
grūti atšķirt, vai spermiji ir piesaistījušies, vai tie vienkārši peld iepretim sīkpunkta 
malai. Jūs varat būt pārliecināti, ka izvēlaties piesaistījušos spermijus, izvēloties tos 
no sīkpunkta iekšpuses.

Vēlamā piesaistītās spermas blīvuma ieguve: Ja piesaistītās spermas blīvums 
ir pārāk augsts vai pārāk zems labas spermas atlasei, atšķaidiet to vai veidojiet 
sagatavotās spermas paraugu koncentrātu un izmantojiet pielāgoto spermas 
paraugu nākamā sīkpunkta sēklošanai. Lai nodrošinātu pietiekamas iespējas, katrā 
PICSI® Spermas atlases ierīcē ir iestrādāti trīs sīkpunkti.

Spermiju savākšana: Lai savāktu piesaistījušos spermijus, novietojiet ICSI 
mikropipetes galu blakus spermijam un viegli iesūciet šķidrumu pipetē, līdz 
spermijs ir satverts, ievelkot tajā spermiju. Turpiniet vākšanu, līdz ir savākti 
20-50 spermiji. Izspiediet notvertos spermijus uz PVP piles, lai apstrādātu tos 
ICSI vajadzībām (astes deaktivēšanai, kustīguma un morfoloģijas atkārtotai 

novērtēšanai). No PVP piliena izvēlieties un paņemiet vienu apstrādātu spermiju, 
ko injicēt olšūnā saskaņā ar jūsu standarta injekciju kārtību.

Temperatūra: Sperma hialuronāna hidrogēlā vislabāk piesaistās temperatūrā zem 
30°C. Temperatūrā virs 30°C spermiju peldēšanas spars palielinās un peldēšanas 
spēks var pārsniegt piesaistīšanās spēku. Rezultāts ir tāds, ka aptuveni viena 
trešdaļa spermiju, kas piesaistītos istabas temperatūrā, 37°C uzrādīs pastiprinātu 
migrāciju, un var tikt noturēta par nesaistāmu, nenobriedušu. PICSI® Spermas 
atlases ierīces trauki, kas novietoti uz 37°C sakarsētas platformas, sasilst līdz 
aptuveni 33°C un saglabā šo temperatūru. Daudzi piesaistīti spermiji saglabās 
atbilstību atlasei 33°C vai pat 37°C temperatūrā.

Tehnoloģijas apsvērumi: Sīkpunkta forma: PICSI® Spermas atlases ierīces 
hialuronāna sīkpunktiem ir krātera forma. No sīkpunkta malas ap zemu, lēzenu 
iekšējo slāni ir izvirzīta hidrogela siena. Siena ir elastīga un var būt neregulāras 
formas nevienmērīga hidrogēla mitrinājuma dēļ. 

Hidrogēla siena var tikt sadurta un saplēsta ar ICSI mikropipeti, ja to spiež tieši tajā 
iekšā. Vislabāk spermiju vākšanas laikā ir novietot paceltu mikropipetes galu pāri 
sīkpunkta iekšpusei un nolaist to uz sīkpunkta virsmas.

Sīkpunkta padziļinājumi: Ražošanas laikā nevienmērīga mitrināšana var izraisīt 
sīkpunktu sieniņu segmentos nelielas “alas” ar atvērumu pret sieniņas iekšmalu. 
Spermiji, kas iepeld padziļinājumā, tiek iesprostoti, nevis piesaistīti. Iesprostotie 
spermiji parasti ir vērsti uz sīkpunkta ārpusi un izrāda enerģisku astītes vicināšanu, 
bieži veido pudurus. Notverto spermiju galviņas var pārvietoties uz sāniem, dažkārt 
pa padziļinājuma malām uz priekšu un atpakaļ. Iesprostotos spermijus nedrīkst 
atlasīt, jo to piesaistes statuss ir neskaidrs.

Sīkpunktu stabilitāte: Ja daļa sienas atdalās no polistirola, tas pats spēks, kas rada 
padziļinājumus, var izraisīt sīkpunkta sienas pakāpenisku atdalīšanos no trauka un 
satīšanos spirālē. Kad tas notiek, daļa sienas vai tā visa atdalās no sīkpunkta. Tomēr 
sīkpunkta iekšējais hialuronāna slānis paliek neskarts. Iekējais hialuronāna slānis 
ir stabils vairākas stundas, tas savāc un saglabā piesaistīto spermu, kas var tikt 
izmantota ICSI. Sperma, kas piesaistīta krokotajām sienas paliekām, nedrīkst tikt 
izmantota spermas atlasei un izolācijai. 

Problēmu novēršana: Ja sperma nepiesaistās sīkpunktiem: 

1. Noteikt, vai spermas paraugs satur nobriedušus, hialuronānam piesaistāmus 
spermijus, pārbautot ar HBA® Hialuronāna piesaistes kvalitātes testu (Hyaluronan 
Binding Assay). Ja HBA rezultāts ir tuvu nullei (<5%), spermas piesaiste nav 
paredzama (dažās laboratorijās līdz pat 10% donora spermas apjoma neuzrāda 
spermas piesaistes spēju. Tas ir būtisks faktors, kas veicina neauglību). 

2. Cik ilgi sperma tiek inkubēta uz sīkpunkta? Piesaistīšanās spēja ir tieši saistīta ar 
piesaistei atvēlēto termiņu. Spermiji piesaistās, brīvas peldēšanas laikā piekļūstot 
hialuronāna sīkpunktam. Punktiem piesaistīto spermiju skaits pieaugs ar laiku, jo 
vairāk spermiju nonāks saskarē ar hialuronāna sīkpunktiem. Pārbaudiet sīkpunktu 
periodiski vairāk kā divu stundu laikā, lai noskaidrotu, vai uzkrāts pietiekami daudz 
piesaistīto spermiju ICSI procedūrai.

3. Hialuronāna piesaistītās spermas blīvums ir svarīgs. Lai sīkpunkti tiktu 
ātri apdzīvoti, vajadzīgs blīvums ar vismaz 100  000 hialuronāna piesaistāmo 
spermiju uz mL. Ja HBA rezultāts ir zems, kopējais spermas blīvums ir jāpalielina, 
lai  nodrošinātu efektīvu hialuronāna piesaistāmo spermiju skaitu. Piemēram, ja 
HBA rādītājs ir 10%, lai iegūtu 100 000 hialuronāna piesaistāmo spermiju uz mL, 
būs nepieciešams kopā 1 milj. spermiju.

Uzmanību: ASV Federālais likums nosaka, ka šīs ierīces pārdošanu vai izrakstīšanu 
var veikt tikai ārsts. Analīzes sertifikāts, ja tas jau nav piegādāts ar sūtījumu, ir 
pieejams pēc pieprasījuma no piegādātāja. Šī ierīce ir ietverta ASV patentā 
5897988 un attiecīgo ārvalstu patentu pieteikumos. 
Jautājumi un komentāri: Lūdzu, sazinieties ar izplatītāju pa iepriekš norādīto 
tālruni vai e-pasta adresi.

Atsauces:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hialuronskābes sasaiste ar cilvēka spermu norāda 
šūnu  briedumu, dzīvotspēju un neizreaģējuša akrosomatisma statusu. Auglīgs. 
Sterils. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoīdiem sasaiste 
ar cietā stāvoklī esošu hialuronskābi liecina par hromatīna struktūru ar augstu DNS 
ķēdes integritāti: akridīnoranžās fluorescences pētījums. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracitoplazmatiskās spermas injekcija: jaunākā 
atlases  metode spermijiem ar normālu hromosomu aneuploīdiju frekvenci. Auglīgs 
Sterils. 84(6):1665-73. 
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Lithuanian/Lietuviškai
PICSI® spermatozoido parinkimo prietaisas
Naudojimo instrukcijos
Gamintojas: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 JAV

Platintojas: „CooperSurgical“, telefonas (JAV): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Paskirtis: gydant nevaisingas poras intracitoplazmine spermatozoido 
injekcija (ICSI), PICSI® spermatozoido parinkimo prietaisas parenka subrendusį 
spermatozoidą.

Prietaiso veikimo principas: hialuronas yra pagrindinė 
cumulus  oophorus tarpląstelinės medžiagos sudedamoji dalis, supanti oocitą. 
Subrendusio spermatozoido galvutė turi hialuronui būdingą receptorių, 
įgalinantį subrendusį spermatozoidą prisijungti prie hialurono (1). Priešingai, 
nesubrendęs spermatozoidas prisijungti negali 
Subrendusiam spermatozoidui būdingas didelis DNR grandinės vientisumas (2), 
įprastas chromosomos aneuploidijos dažnis ir tėviškas indėlis zigotai, lyginant su 
spermatozoidu, patekusiu per skaidriąją sritį natūralaus apvaisinimo metu (3). 

Įprastoje ICSI praktikoje spermatozoidai injekcijai atrenkami vizualiai, pagal jų 
morfologiją ir judėjimą. Tačiau šis metodas neatspindi spermatozoido genominio 
vientisumo ir jo gebėjimo zigotai atiduoti geriausias tėvines savybes. PICSI® 
spermatozoido parinkimo prietaisu galima parinkti subrendusius spermatozoidus 
pagal jų gebėjimą prisijungti prie hialurono hidrogelio. PICSI® spermatozoido 
parinkimo prietaisas leidžia imituoti svarbų natūralaus apvaisinimo atrankos etapą 
– subrendusio spermatozoido susijungimą su cumulus oophorous.

Aprašymas: PICSI® spermatozoido parinkimo prietaisas yra polistireno 
bakterijų auginimo indas su trimis hialurono mikrotaškeliais dugno viduje. Trys 
linijos, įspaustos indo dugno išorėje, palengvina mikrotaškelių išsidėstymą. 
Mikrotaškelis atsiranda maždaug 2  mm pločio ir 3  mm ilgio projekcijoje nuo 
išdėstytos linijos galo. Prietaisas yra sterilus, pagal sterilumo užtikrinimo lygį 10-6, 
be endotoksino ir visiškai netoksiškas embrionui.

Paruošimas naudoti: sudrėkinkite hialurono mikrotaškelius, dėdami po 
vienintelį 10-µl lašelį žmogiškojo kiaušintakių skysčio (angl. Human Tubal Fluid 
– HTF), kuriame yra bent 5  mg/ml serumo baltymų arba kito tinkamo spermos 
skiediklio, į kiekvieną išdėstytos linijos galą, uždengdami plotą, kuriame yra 
mikrotaškelis (1 pav.). Taip pat spermos suspensiją galima dėti tiesiai ant sauso 
mikrotaškelio. Polivinilpirolidono lašelius (PVP) ar kitus skysčius, kurie praverčia 
siekiant lengviau manipuliuoti spermatozoidais, šiuo metu taip pat galima dėti 
bet kurioje indo vietoje. Atsargiai pripildykite indą audinio kultūrai skirtu aliejumi 
ir taip paruoškite naudoti. Sudrėkinę mikrotaškelį prieš dedami spermatozoidą, 
hialuronui sudarote sąlygas išbrinkti. Brinkimo ir jungimosi procesas paprastai 
prasideda per 5 minutes ar net greičiau. Tačiau, kai kuriems mikrotaškeliams 
gali prireikti 30 minučių ar net daugiau, kad pasiektų visą jungimosi pajėgumą. 
Todėl pastebėję nežymų spermatozoidų jungimąsi, 30-iai ar daugiau minučių iš 
anksto sudrėkinkite mikrotaškelį arba prieš pasirinkdami spermatozoidą leiskite 
spermatozoidams inkubuoti ant taškelio 30 minučių ar net ilgiau. 

Kaip naudoti PICSI® spermatozoido parinkimo prietaisą: dėkite 
spermatozoidus į iš anksto sudrėkintą mikrotaškelį, tokio pat ar didesnio dydžio, 
kuris buvo naudojamas taškeliui iš anksto sudrėkinti (maždaug 10 µl). Prilieskite 
mikropipetės su spermatozoidais galiuką prie indo su aliejumi dugne esančio 
drėkstančio lašo krašto ir išleiskite spermatozoidus. Dėdami spermatozoidus tokiu 
pat, kaip ir drėkinamasis skystis kiekiu, užtikrinsite, kad iš karto prasidės maišymosi 
procesas, o sperma atsiras greta mikrotaškelio. Jeigu ant lašelio krašto dedamas 
mažesnis spermatozoidų kiekis, jiems gali prireikti daugiau nei 30  minučių 
prasibrauti iki mikrotaškelio per drėkinantį skystį. Haliuroną prisijungusį 
spermatozoidą identifikuoti paprasta: nepaisant energingo plazdenimo uodegėle, 
nebėra progresinės migracijos.

Spermatozoido jungimąsi veikiantys veiksniai: siekiant sparčiai pripildyti 
mikrotaškelį prisijungusiais spermatozoidais, ant mikrotaškelio pridėkite maždaug 
100  000 hialuroną prisijungusių spermatozoidų į ml (maždaug 1000–2000 
spermatozoidų iš viso 10–20 µl tūryje) (apie tai žr. 2 pav.). Laikui bėgant, 
prisijungusių spermatozoidų skaičius padidės, nes su hialurono mikrotaškeliu gali 
kontaktuoti daugiau spermatozoidų.

Spermatozoido vietos parinkimas: hialurono mikrotaškelio sienelė yra fizinis 
barjeras, prie kurio jungsis daug spermatozoidų, nes tai įprastai yra pirmasis 
lietimosi taškas. Kartais sunku atskirti, ar spermatozoidai prisijungę, ar tik 
paprasčiausiai plaukioja prieš mikrotaškelio kraštą. Kad būtumėte tikri, jog 
parinkote prisijungusį spermatozoidą, rinkitės iš mikrotaškelio vidaus.

Kaip gauti gero tankio prisijungusią spermą: jeigu geram spermatozoido parinkimui 
prisijungusių spermatozoidų tankis yra per didelis arba per mažas, atskieskite arba 
sutirštinkite paruoštą spermos mėginį ir naudokite pakoreguotą spermos mėginį 
kitam mikrotaškeliui apsodinti. Kad būtų pakankamai galimybių, kiekviename 
PICSI® spermatozoido parinkimo prietaise pateikiami trys mikrotaškeliai.

Spermatozoidų surinkimas: norėdami surinkti prisijungusius spermatozoidus, 
nukreipkite ICSI mikropipetės galiuką šalia spermatozoido ir švelniai įtraukite skystį 
į pipetę, kartu įtraukdami spermatozoidą. Taip tęskite ir toliau, kol pagausite 20–
50 spermatozoidų. Pagautus spermatozoidus išleiskite į PVP lašą, kad būtų galima 
apdoroti juos prieš ICSI (sustabdant uodegėlės plasdenimą, pakartotinai įvertinant 
judėjimą ir  morfologiją). Iš PVP lašelio išrinkite ir įtraukite vieną apdorotą 
spermatozoidą, skirtą injekcijai į oocitus, taip, kaip numatyta standartiniame 
injekcijos protokole.

Temperatūra: spermatozoidai su hialurono hidrogeliu geriausiai jungiasi esant 
30  °C. Esant aukštesnei kaip 30  °C temperatūrai, spermatozoidų plaukimo 
greitis padidėja, todėl plaukimo galia gali pranokti jungimosi galią. Kaip to 
pasekmė, maždaug viena trečioji spermatozoidų, prisijungusių kambario 
temperatūroje, pademonstruos progresinę migraciją, esant 37 °C, ir gali būti 
palaikyti neprisijungusiais, nesubrendusiais. PICSI® spermatozoido parinkimo 
prietaiso indams atvėsus nuo 37  °C šilumos iki maždaug 33  °C, jie išliks tokios 
temperatūros. Esant 33  °C ar net 37  °C, daug prisijungusių spermatozoidų išliks 
tinkami parinkimui.

Metodo nustatymas: mikrotaškelio forma. PICSI® spermatozoido parinkimo 
prietaiso hialurono mikrotaškelis yra kraterio formos. Mikrotaškelio kraštas yra 
pakilusi hidrohelio sienelė, supanti žemą, plokščią vidaus sluoksnį. Sienelė yra 
lanksti ir dėl netolygaus hidrogelio sudrėkinimo gali būti netaisyklingos formos. 

Hidrogelio sienelę galima pradurti ir įdrėksti tiesiai duriant ICSI mikropipete. 
Geriausia nukreipti pakeltą mikropipetės galiuką virš mikrotaškelio vidaus 
ir nuleisti jį ant mikrotaškelio paviršiaus, o tada įtraukti spermatozoidą.

Mikrotaškelio ertmės: gamybos metu, dėl netolygaus sudrėkimo mikrotaškelio 
sienos segmentai gali sudaryti mažytes „ertmes“, atsidarančias į vidinį sienelės 
kraštą. Spermatozoidas, įplaukęs ertmę, įstringa, o ne prisijungia. Įstrigęs 
spermatozoidas paprastai yra nusisukęs nuo mikrotaškelio centro ir matosi tik 
energingai besiplakančios uodegėlės, dažnai grupėmis. Įstrigusių spermatozoidų 

galvutės gali judėti į šonus, kartais pirmyn ir atgal tarp ertmės sienelių. Negalima 
rinktis įstrigusio spermatozoido, nes neaiški jo prisijungimo būklė.

Mikrotaškelio stabilumas: jeigu sienelės dalis atsiskiria nuo polistireno, dėl tų 
pačių, ertmes sukūrusių jėgų, mikrotaškelio sienelė gali palaipsniui atsiskirti 
nuo indo ir susisukti, kaip spiralė. Taip atsitikus, dalis arba visa sienelė atsiskirs 
nuo  mikrotaškelio. Tačiau mikrotaškelio vidinis hialurono sluoksnis liks 
nesugadintas. Vidinis hialurono sluoksnis yra stabilus valandų valandas, surenka 
ir priglaudžia prisijungusius spermatozoidus, kuriuos bus galima naudoti ICSI. 
Spermatozoidų parinkimui ir izoliacijai negalima naudoti prie susisukusios sienelės 
prisijungusių spermatozoidų. 

Trikdžių šalinimas: jeigu spermatozoidai nesijungia prie mikrotaškelio: 

1. Nustatykite, ar spermos mėginyje yra subrendę, hialuroną prisijungiantys 
spermatozoidai, atlikdami HBA® hialurono prisijungimo analizę. Jeigu HBA 

rezultatas yra apie nulį (<  5%), spermatozoidų jungimosi tikimybės nėra 
(kai kuriose laboratorijose, beveik 10  % donorų spermos populiacijos nerodo 
spermatozoidų jungimosi. Tai yra svarbus, prie nevaisingumo prisidedantis 
veiksnys). 

2. Kiek laiko spermatozoidai buvo inkubuojami mikrotaškelyje? Jungimasis 
tiesiogiai priklauso nuo jungimuisi suteikto laiko. Spermatozoidai jungiasi, 
kai jie kontaktuoja su hialurono mikrotaškeliu, plaukiodami atsitiktine tvarka. 
Prie taškelio prisijungusių spermatozoidų skaičius augs su laiku, priklausomai 
nuo  to, kiek spermatozoidų susidūrė su hialurono mikrotaškeliu. Ne trumpiau 
nei dvi  valandas periodiškai patikrinkite mikrotaškelį, kad patikrintumėte, ar 
ICSI procedūrai susikaupė pakankamai prisijungusių spermatozoidų.

3. Hialuroną prisijungusių spermatozoidų skaičius ypač svarbus. Kad mikrotaškelis 
būtų sparčiai apsodintas, reikia bent 100  000 hialuroną prisijungiančių 
spermatozoidų ml tankio. Jeigu HBA rezultatas prastas, bendrą spermatozoidų 
tankį  būtina padidinti, kad gautųsi veiksmingas hialuroną prisijungiančių 
spermatozoidų skaičius. Pavyzdžiui: jeigu HBA rezultatas yra 10  %, bendras 
spermatozoidų skaičius ml – 1  000  000,  turės gautis 100  000 hialuroną 
prisijungiančių spermatozoidų ml.

Perspėjimas: vadovaujantis JAV federaliniais įstatymais, šį prietaisą galima 
parduoti tik gydytojams arba jų užsakymu. Jeigu analizės patvirtinimo negavote su 
siunta, pateikę prašymą jį galite gauti iš platintojo. Prietaisas apsaugotas pagal 
5 897 988 JAV patentą ir atitinkamus užsienio patentus. 
Klausimai ir pastabos: į platintoją kreipkitės minėtu telefonu ar el. pašto adresu.

Nuorodos:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: an 
acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 
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2 pav., Spermatozoidų prisijungimo priklausomybė nuo laiko ir spermatozoidų 
tankumas.
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Norwegian/Norsk
PICSI® Device for utvelgelse av sædceller
Bruksanvisning
Produsent: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distributør: CooperSurgical, Telefonnr. (US): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Anvendelse: Til behandling av barnløse par ved intracytoplasmatisk 
sædcelleinjeksjon (ICSI), PICSI® Sperm Selection Device enheten er indikert til 
utvelgelse av modne sædceller for injeksjon.

Devicens prinsipp: Hyaluronan en viktig del av cumulus oophorus laget 
som omgir oocytten. Den modne sædcellens hode bærer en hyaluronan-spesifikk 
reseptor som gjør det mulig for modne sædceller å binde seg til hyaluronan (1). 
I motsetning til dette, bindes ikke umodne sædceller. Modne 
sædceller utviser en høy DNA kjedeintegritet (2), en normal frekvens av 
kromosomal aneuploidi og gir et faderlig bidrag til zygoten tilsvarende den for 
sædceller utvalgt av zona pellucida ved naturlig befruktning (3). 

Ved vanlig utøvelse av ICSI, utvelges sædceller visuelt til injeksjon på grunnlag 
av deres morfologi og motilitet. Men denne fremgangsmåten avspeiler ikke 
sædcellens genomiske integritet og dens evne til å gi zygoten det beste faderlige 
bidrag. PICSI® Sperm Selection Device gir mulighet til å velge modne sædceller på 
grunnlag av deres evne til å binde til hyaluronan hydrogel. PICSI® Sperm Selection 
Device etterligner den naturlige binding av modne sædceller til cumulus oophorous, 
et viktig selektivt skritt i naturlig befruktning.

Beskrivelse: PICSI® Sperm Selection Device er en kulturskål av polystyren med 
tre microdotter av hyaluronan festet til den indre bunnen. Tre plasserte linjer preget 
i bunnen på den utvendige siden av skålen letter plasseringen av microdottene. 
Microdotten er funnet i et ca. 2 mm bredt og 3 mm langt område som fremspringer 
fra enden av den lokaliserte linjen. Devicen er steril, sterilitetskrav (Sterility 
Assurance Level) 10-6, i alt vesentlig fri for endotoksin og ikke-toksisk for fostre.

Forberedelse til bruk: Fukt hyaluronan microdottene ved å plassere enkle 
10-µL dråper av Human Tubal Fluid (HTF) som inneholder minst 5  mg/mL 
serumprotein eller et annet egnet spermie fortynningsmiddel ved enden av 
hver lokalisereringslinje som dekker det området hvor microdotten befinner seg 
(Illustrasjon 1). Alternativt kan spermie-suspensjonen tilsettes direkte til den 
tørre microdotten. Polyvinylpyrrolidon (PVP) dråper eller andre væsker som er 
nyttige ved manipulering av sædceller kan også plasseres andre steder på skålen 
på dette tidspunkt. Fyll skålen forsiktig med vævskulturolje for å forberede den til 
bruk. Hydratisering av microdotten før tilsetting av sædceller gir hyaluronanen tid 
til å svulme opp. Svulming og spermbinding begynner normalt etter 5  minutter 
eller før. Men enkelte microdotter kan behøve 30 minutter eller mer for å nå full 
bindingsevne. Derfor, når marginal spermabinding observeres, prehydrer i minst 
30  minutter, eller la sædcellene inkubere på dotten i minst 30  minutter før valg 
av sperma. 

Bruk av PICSI® Sperm Selection Device: Tilføy sperma til den 
prehydrerte microdotten i en mengde tilsvarende eller større enn den som ble brukt 
til å prehydrere dotten (ca. 10 µL).  Berør spissen av mikropipetten som inneholder 
sædceller til kanten av den fuktgivende dråpen på bunnen av skålen under oljen og 
utstøt sædcellene. Ved å levere sædcelelr i et volum tilsvarende hydreringsvæsken, 
sikres umiddelbar blanding og levering av sperma til microdottens nærhet. 
Hvis sædcellene leveres i et mindre volum på kanten av dråpen, kan de behøve 
30 minutter for å svømme gjennom hydreringsvæsken til microdotten. Når de er 
bundet, er hyaluronan-bundne sædceller lett identifiserbare: De utviser ingen 
progressiv migrasjon til tross for kraftige halebevegelser.

Faktorer som styrer binding av sædceller: For raskt å befolke microdotten med 
bundne sædceller, plasser ca. 100.000 hyaluronan-bindende sædceller per 
mL (totalt ca. 1.000-2.000 sædceller i 10-20 µL volum) over microdotten, se 
Illustrasjon 2. Etter hvert vil antall bundne sædceller øke ettersom flere svømmende 
sædceller kommer i kontakt med hyaluronan microdotten.

Valg av sædcelleplassering: Hyaluronan microdottens vegg er en fysisk barriere 
som mange sædceller vil bindes til, ettersom dette vanligvis er det første 
kontaktpunktet. Det er enkelte ganger vanskelig å skjelne om sædceller er bundet 
eller om de bare svømmer mot kanten av microdotten. Du kan være sikker på 
å velge bundne sædceller ved å velge dem fra innsiden av microdotten.

Oppnå en god tetthet av bundne sædceller: Hvis tettheten av bundne sædceller er 
for høy eller for lav for god sædcelleutvelgelse, fortynnes eller konsentreres den 
klargjorte sædprøven og den korrigerte sædprøven brukes til å så neste microdott. 
Det finnes tre microdotter på hver PICSI® Sperm Selection Device for å gi en 
tilstrekkelig mulighet.

Oppsamling av sædceller: For å samle en bundet sædcelle setter du ICSI 
mikropipettens spiss ved siden av sædcellen og sug forsiktig væske inn i pipetten, 
og slik drar du inn sædcellene. Fortsett oppsamlingen inntil 20-50 sædceller er 
fanget. Driv de fangede sædcellene inn i en PVP-dråpe for å behandle dem for 
ICSI (inaktivere hale, reevaluere motilitet og morfologi.) Fra PVP-dråpen, velg og 
ta inn behandlede enkeltsædceller for injeksjon inn i oocytene i samsvar med din 
standard injeksjonsprotokoll.

Temperatur: Sædceller binder best til hyaluronan hydrogel ved temperaturer 
under 30 °C. Ved temperaturer over 30 °C, økes sædcellenes svømmeenergi og 
svømmekraften kan overvinne den bindende kraften. Resultatet er at omtrent 
en tredjedel av de sædceller som er bundet ved romtemperatur vil vise en viss 
progressiv migrasjon ved 37 °C og kan betraktes som ikke bundet, umodne. PICSI® 
Sperm Selection Device skåler plassert på et 37  °C oppvarmet trinn vil komme 
opp i ca. 33 °C og så holde seg på den temperaturen. Ved 33 °C eller til og med ved 
37 °C, vil mange bundne sædceller forbli tilgjengelige for valg.

Teknikkoverveielser: Microdottens form: Hyaluronan microdott i PICSI® 
Sperm Selection Device er kraterformet. Microdottens kant er en opphøyd vegg 
med hydrogel som omgir et lavt, flatt, indre lag. Veggen er fleksibel og kan ha 
uregelmessig form grunnet ujevn hydrering av hydrogelen. 

Hydrogel-veggen kan være hullet og revet opp av en ICSI mikropipette kjørt rett 
inn i den. Det er best å plassere den forhøyde mikropipettespissen over det indre 
av microdotten og senke den til microdottens overflate for å innhente sædceller.

Huler i microdotten: Under fremstilling kan ujevn hydrering forårsake at det dannes 
små “huler” i segmenter av microdottveggen, som åpner mot den innvendige 
kanten av veggen.  Sædceller som svømmer inn i en hule er fanget, ikke bundet. 
Fangede sædceller vender vanligvis alle bort fra midten av microdotten og viser 
kraftig slående haler, ofte i klynger. Hodene til fangede sædceller kan bevege seg 
sidelengs og enkelte ganger bakover og framover innenfor hulens vegger. Fangede 
sædceller bør ikke velges ettersom deres bindingsstatus er uklar.

Microdottens stabilitet: Hvis en del av veggen atskilles fra polystyrenet, kan de 
samme kreftene som danner huler forårsake at microdottveggen gradvis løsner 
fra skålen og spoles opp som en fjær. Når dette inntreffer, vil en del av eller hele 
veggen atskilles fra microdotten. Men microdottens indre hyaluronanlag vil forbli 
intakt. Det indre hyaluronanlaget er stabilt i flere timer, det samler inn og huser 
bundne sædceller som kan anvendes for ICSI. Sædceller bundet til den oppkrøllede 
veggresten skal ikke brukes til sædcelleutvelgelse og isolering. 

Feilsøking: Hvis sædcellene ikke bindes til microdotten: 

1. Fastslå at sædprøven inneholder modne, hyaluronan-bindende sædceller ved 
å analysere med en HBA® Hyaluronan Binding Assay. Hvis HBA -scoren ligger nær 
null (<5  %), forventes ingen sædcellebinding (i enkelte laboratorier viser så 
mye som 10 % av donorspermpopulasjonen ingen sædcellebinding. Dette er en 
vesentlig årsak til infertilitet). 

2. Hvor lenge har sædcellen blitt inkubert på microdotten? Binding er direkte 
relatert til tildelt tid for binding. Sædcellene bindes når de kommer i kontakt med 
hyaluronan microdotten, ved tilfeldig svømming. Antallet sædceller bundet til 
dotten øker med tiden, ettersom flere sædceller støter på hyaluronan microdotten. 
Kontroller microdotten periodisk i over to timer for å se om det har samlet seg opp 
en tilstrekkelig mengde bundne sædceller for en ICSI prosedyre.

3. De hyaluronan-bindende sædcellenes tetthet er kritisk. Rask befolkning 
av microdotten krever en tetthet på minst 100.000 hyaluronan-bindende sædceller 

per mL. Hvis HBA-scoren er lav, må den samlede spermietettheten økes for å gi 
et effektivt antall hyaluronan-bindende sædceller. For eksempel: Hvis HBA‑scoren 
er 10 %, vil det kreves totalt 1.000.000 sædceller per mL for å gi 100.000 
hyaluronanbindende sædceller per mL.

Advarsel: USAs føderale lov begrenser denne devicen til å selges av eller på 
anvisning fra en lege. Et analysesertifikat, hvis det ikke allerede er levert sammen 
med forsendelsen, kan fås på forespørsel hos forhandler. Denne devicen 
omfattes av US-patent 5.897.988 og de samsvarende patenter gitt 
i utlandet. 
Spørsmål eller kommentarer: Vennligst kontakt forhandler på telefonnummer 
eller e-postadresse angitt over.

Henvisninger:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk og G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: an 
acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Illustrasjon 1, PICSI® skålen 

Illustrasjon 2, spermiebinding versus tid og spermietetthet.

 Spermiebinding som en funksjon av spermietetthet  Spermie bundet per 
dott  Tid (min)
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PICSI® — urządzenie do selekcji nasienia
Instrukcja użytkowania
Producent: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Dystrybutor: CooperSurgical, tel. (US): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Przeznaczenie: Urządzenie do selekcji nasienia PICSI® służy do wyboru 
dojrzałych plemników do iniekcji w leczeniu niepłodnych par za pomocą 
docytoplazmatycznej mikroiniekcji plemnika (ICSI).

Zasada działania urządzenia: Kwas hialuronowy jest składnikiem 
macierzy wzgórka jajonośnego oocytu. Główka dojrzałego plemnika posiada 
specyficzny receptor kwasu hialuronowego, który umożliwia związanie dojrzałego 
plemnika z kwasem hialuronowym (1). Natomiast niedojrzałe plemniki 
nie wiążą się z kwasem hialuronowym. Dojrzałe plemniki odznaczają się 
wysoką integralnością łańcucha DNA (2), normalną częstotliwością aneuploidii 
chromosomowych i stanowią wkład ojca do zygoty porównywalny do wkładu, 
jaki stanowi plemnik wybrany przez osłonę przejrzystą podczas naturalnego 
zapłodnienia (3). 

W powszechnej praktyce ICSI plemniki do iniekcji są wybierane wizualnie 
na podstawie ich morfologii i ruchliwości. Jednak takie podejście nie odzwierciedla 
genomowej integralności nasienia i jego zdolności do dostarczenia najlepszego 
wkładu ojca do zygoty. Urządzenie do selekcji nasienia PICSI® umożliwia 
dokonanie wyboru dojrzałych plemników na podstawie ich zdolności wiązania do 
hydrożelu hialuronowego. Urządzenie do selekcji nasienia PICSI® imituje naturalne 
związanie dojrzałego plemnika ze wzgórkiem jajonośnym, co jest ważnym etapem 
selekcyjnym podczas zapłodnienia naturalnego.

Opis: Urządzenie do selekcji nasienia PICSI® to polistyrenowa szalka 
do  hodowli z trzema mikrodrobinami kwasu hialuronowego przytwierdzonymi 
do wewnętrznego dna. Trzy linie lokalizujące wytłoczone na dnie zewnętrznym 
szalki ułatwiają lokalizację mikrodrobin. Mikrodrobina znajduje się na obszarze 
o szerokości ok. 2 mm i długości ok. 3 mm rzutowanym z końca linii lokalizującej. 
Urządzenie jest sterylne, o poziomie zapewnienia sterylności 10-6, zasadniczo 
wolne od endotoksyn i nietoksyczne dla zarodka.

Przygotowanie do pracy: Zwilżyć mikrodrobiny kwasu hialuronowego przez 
umieszczenie pojedynczych kropel o objętości 10 µl ludzkiego płynu jajowodowego 
(HFT) zawierającego przynajmniej 5 mg/ml białka surowicy lub innego 
odpowiedniego rozcieńczalnika nasienia na końcach każdej linii lokalizującej, 
obejmując obszar, w którym znajduje się mikrodrobina (Rycina 1). Ewentualnie 
zawiesinę nasienia można bezpośrednio dodać do suchej mikrodrobiny. Krople 
poliwinylopirolidonu (PVP) lub innych płynów potrzebnych przy manipulacjach 
nasieniem można również umieścić na szalce w tym samym czasie. Ostrożnie 
zalać szalkę olejem do hodowli tkanek, aby przygotować ją do użycia. Nawilżenie 
mikrodrobiny przed umieszczeniem nasienia umożliwia spęcznienie kwasu 
hialuronowego. Spęcznienie i wiązanie nasienia rozpoczyna się zazwyczaj w ciągu 
5 minut lub wcześniej. Jednakże niektóre mikrodrobiny wymagają 30 minut lub 
więcej, aby uzyskać pełne zdolności wiążące. Dlatego przed selekcją plemników, 
gdy obserwuje się wiązanie nasienia w bardzo małym stopniu, należy wstępnie 
zwilżać mikrodrobiny przez 30 minut bądź dłużej lub inkubować nasienie 
na mikrodrobinie przez 30 minut lub dłużej. 

Korzystanie z PICSI® — urządzenia do selekcji nasienia: Dodać 
nasienie do wstępnie zwilżonej mikrodrobiny w takiej samej lub większej 
objętości niż ta, która była użyta do zwilżenia mikrodrobiny (ok. 10 µl). Dotknąć 
końcówką pipety zawierającej nasienie brzeg kropli zwilżającej na dnie szalki pod 
olejem i wypuścić nasienie. Dostarczając objętość nasienia równą objętości płynu 
zwilżającego, zapewnia się natychmiastowe wymieszanie i dostarczenie nasienia 
w  pobliże mikrodrobin. Gdy dostarczy się mniejszą objętość nasienia na brzeg 
kropli, plemniki mogą potrzebować więcej niż 30 minut na dotarcie przez płyn 
nawilżający do mikrodrobiny. Po związaniu do kwasu hialuronowego plemniki są 
łatwe do zidentyfikowania: nie migrują, mimo energicznie poruszającej się wici.

Czynniki regulujące wiązanie plemników: Aby szybko zasiedlić mikrodrobinę 
związanymi plemnikami, należy umieścić ok. 100  000 związanych z kwasem 
hialuronowym plemników na ml (około 1000–2000 całkowitego nasienia 
w  objętości 10–20 µl) na mikrodrobinie, patrz Rycina 2. Wraz z upływem czasu 
zwiększy się liczba związanych plemników na skutek kontaktu większej liczby 
„pływających” plemników z mikrodrobiną kwasu hialuronowego.

Wybór lokalizacji nasienia: Ścianka mikrodrobiny kwasu hialuronowego stanowi 
fizyczną barierę dla plemników, do której wiele plemników się zwiąże, gdyż jest to 
zazwyczaj pierwszy punkt kontaktu. Czasami trudno jest rozróżnić, czy plemniki są 
związane, czy po prostu pływają obok krawędzi mikrodrobiny. Można być pewnym 
wyboru związanych plemników, wybierając je z głębi mikrodrobiny.

Uzyskiwanie odpowiedniej gęstości związanego nasienia: W przypadku, 
gdy gęstość związanego nasienia jest zbyt duża lub zbyt mała, aby dokonać 
odpowiedniego wyboru plemników, należy rozcieńczyć lub zatężyć przygotowaną 
próbkę nasienia i użyć dostosowanej próbki nasienia do posiania na następnej 
mikrodrobinie. W każdym urządzeniu do selekcji nasienia PICSI® znajdują się trzy 
mikrodrobiny, aby to umożliwić.

Pobór nasienia: Aby pobrać związane nasienie, należy umieścić końcówkę 
mikropipety ICSI obok nasienia i delikatnie zassać płyn do pipety, pobierając 
nasienie. Kontynuować pobieranie aż do wyłapania 20–50 plemników. Wypuścić 
pobrane plemniki na kroplę PVP w celu ich obróbki w ICSI (unieruchomienie wici, 
ponowna ocena ruchliwości i morfologii). Z kropli PVP należy wybrać i załadować 
pojedynczy przetworzony plemnik w celu jego iniekcji do oocytu zgodnie 
ze standardowym dla placówki protokołem iniekcji.

Temperatura: Plemniki najlepiej wiążą się do hydrożelu kwasu hialuronowego 
w temperaturze poniżej 30°C. W temperaturze powyżej 30°C zwiększa się energia 
pływających plemników i siła pływania może być większa od siły wiązania. 
W  rezultacie około jedna trzecia plemników związanych w temperaturze 
pokojowej wykazuje pewną ruchliwość w 37°C i mogą one zostać uznane za 
niezwiązane, niedojrzałe. Szalki urządzenia do selekcji nasienia PICSI® umieszczone 
na podgrzewanym stoliku o temperaturze 37°C osiągną temperaturę około 33°C 
i  ją utrzymają. W temperaturze 33°C, a nawet 37°C wiele związanych plemników 
jest dostępnych do wyboru.

Uwagi dotyczące techniki: Kształt mikrokropel: W urządzeniu do selekcji 
nasienia PICSI® mikrokrople mają kształt krateru. Krawędź mikrokropli stanowi 
wzniesiona ścianka hydrożelu otaczająca niską, płaską warstwę wewnętrzną. 
Ścianka jest elastyczna i może mieć nieregularny kształt ze względu na 
nierównomierne uwodnienie hydrożelu. 

Ścianka hydrożelu może zostać przekłuta lub rozdarta przez mikropipetę ICSI 
skierowaną bezpośrednio w nią. Najlepiej jest umieścić uniesioną końcówkę 
mikropipety nad wnętrzem mikrokropli i opuścić ją do powierzchni mikrokropli 
w  celu pobrania plemników.

Szczeliny w mikrokropli: Podczas produkcji nierównomierne uwodnienie może 
spowodować tworzenie przez ściankę mikrokropli małych „jam” otwierających 
się ku wewnętrznej krawędzi ścianki. Plemniki, które wpłyną w taką szczelinę, 
są uwięzione, a nie związane. Wszystkie uwięzione plemniki zwykle odwracają 
się od środka mikrokropli ku jej brzegom i energicznie poruszają wiciami; często 
są pogrupowane. Główki uwięzionych plemników mogą poruszać się na boki, 
a czasami do przodu i do tyłu w obrębie ścianek szczeliny. Nie powinno się wybierać 
uwięzionych plemników, gdyż ich status związania jest niejasny.

Trwałość mikrokropel: Jeżeli część ścianki oddzieli się od polistyrenu, to te same 
siły, które tworzą szczeliny, mogą spowodować stopniowe odłączanie się ścianki 
mikrokropli od szalki i zwinięcie jej jak sprężyny. Gdy to nastąpi, część lub całość 
ścianki odłączy się od mikrokropli. Jednakże wnętrze mikrokropli, warstwa 
hialuronowa, pozostanie nietknięte. Wewnętrzna warstwa hialuronowa jest 
stabilna przez wiele godzin, gromadzi i mieści w sobie związane plemniki, które 
mogą być użyte w ICSI. Plemniki związane do skręconej resztki ścianki nie powinny 
być wykorzystane do wyboru i oddzielenia plemników. 

Rozwiązywanie problemów: Gdy plemniki nie wiążą się z mikrokroplą: 

1.	 Należy określić, czy próbka nasienia zawiera dojrzałe, związane z kwasem 
hialuronowym plemniki przez oznaczenie HBA® (test wiązania z hialuronianem). 
Jeżeli wynik testu HBA jest bliski zeru (<5%), nie jest spodziewane wiązanie 
plemników. (W niektórych laboratoriach aż 10% populacji plemników dawcy 
nie  wykazuje wiązania plemników. Jest to znaczący czynnik przyczyniający się 
do niepłodności). 

2.	 Jak długo plemniki były inkubowane na mikrokropli? Wiązanie jest bezpośrednio 
związane z czasem, który był na nie przeznaczony. Plemniki wiążą się podczas 
kontaktu z mikrokroplą hialuronową, gdy pływają w sposób przypadkowy. Liczba 
plemników związanych z kroplą wzrośnie z czasem, gdy więcej plemników napotka 
mikrokroplę hialuronową. Należy okresowo sprawdzać mikrokroplę w ciągu dwóch 
godzin, aby upewnić się, że zgromadzono wystarczającą liczbę związanych 
plemników do procedury ICSI.

3.	 Najistotniejsza jest gęstość nasienia związanego z kwasem hialuronowym. 
Szybka populacja mikrokropli wymaga przynajmniej 100  000 związanych 
z  kwasem hialuronowym plemników na ml. Jeżeli wynik testu HBA jest niski, 
należy zwiększyć gęstość nasienia całkowitego, aby dostarczyć wystarczającą liczbę 
plemników związanych z kwasem hialuronowym. Na przykład: gdy wynik testu 
HBA wynosi 10%, wymagane będzie 1 000 000 plemników na ml, aby dostarczyć 
100 000 plemników związanych z kwasem hialuronowym na ml.

Ostrzeżenie: Prawo federalne USA zezwala na sprzedaż tego urządzenia 
wyłącznie lekarzowi lub na jego zlecenie. Świadectwo analizy, jeżeli nie zostało 
dostarczone z przesyłką, jest dostępne na życzenie u dystrybutora. To urządzenie 
jest objęte patentem w USA 5 897 988 oraz odpowiednimi zagranicznymi 
wnioskami patentowymi. 
Pytania lub uwagi: Należy skontaktować się z dystrybutorem pod numerem 
telefonu lub adresem e-mail podanymi powyżej.

Piśmiennictwo:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection method 
for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. Steril. 
84(6):1665-73. 

Rycina 1, Szalka PICSI® 

Rycina 2, Wiązanie nasienia w stosunku do czasu i gęstości nasienia.

 Wiązanie nasienia w stosunku do jego gęstości  Związane nasienie na drobinę 
 Czas (min)
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Portuguese/Português
PICSI® Dispositivo de selecção de espermatozóides
Instruções de utilização
Fabricante: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distribuidor: CooperSurgical, Telephone (US): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Utilização prevista: No contexto de tratamento de casais inférteis através 
de Injecção intracitoplasmática de espermatozóides (ICSI), o Dispositivo de selecção 
de espermatozóides PICSI® é indicado para a selecção de espermatozóides maduros 
para injecção.

Princípio do dispositivo: O ácido hialurónico é um componente principal 
da matriz do cumulus oophorus que cobre o ovócito. A cabeça de um espermatozóide 
maduro transporta um receptor específico de ácido hialurónico que permite ao 
espermatozóide maduro ligar-se ao ácido hialurónico (1). Em  contrapartida, 
os espermatozóides imaturos não realizam esta ligação. 
Os espermatozóides maduros apresentam uma elevada integridade de cadeia 
de ADN (2), uma frequência normal de aneuploidias cromossómicas, além de 
facultarem uma contribuição paterna ao zigoto comparável à dos espermatozóides 
seleccionados pela zona pelúcida durante a fertilização natural (3). 

Na prática habitual de ICSI, os espermatozóides são seleccionados visualmente para 
injecção com base na sua morfologia e motilidade. No entanto, esta abordagem 
não reflecte a integridade genómica do espermatozóide e a sua capacidade 
de facultar a melhor contribuição paterna ao zigoto. O Dispositivo de selecção 
de espermatozóides PICSI® faculta uma forma de selecção de espermatozóides 
maduros baseada na capacidade de ligação dos mesmos ao hidrogel de ácido 
hialurónico. O Dispositivo de selecção de espermatozóides PICSI® mimetiza a ligação 
natural dos espermatozóides maduros ao cumulus oophorous, uma etapa selectiva 
importante na fertilização natural.

Descrição: O Dispositivo de selecção de espermatozóides PICSI® é uma placa 
de cultura de poliestireno com três micropontos de ácido hialurónico agregados 
à  base interior. Três linhas de localização gravadas na base exterior da placa 
facilitam a  localização dos micropontos. O  microponto encontra-se numa área 
com cerca de 2 mm de largura por 3 mm de comprimento que se estende a partir 
da extremidade da linha de localização. O dispositivo está esterilizado ao Nível de 
garantia de esterilidade 10-6, sendo essencialmente isento de endotoxinas e não 
tóxico para embriões.

Preparação para a utilização: Hidrate os micropontos de ácido hialurónico 
colocando gotículas individuais de 10-µL de Fluido tubárico humano (HTF - Human 
Tubal Fluid) com pelo menos 5 mg/mL de proteína sérica ou outro diluente de 
espermatozóides adequado na extremidade de cada linha de localização, cobrindo 
a área onde se situa o  microponto (Figura 1). Em alternativa, a suspensão de 
espermatozóides pode ser adicionada directamente ao microponto seco. Nesta 
etapa, podem ser depositadas gotas de polivinilpirrolidona (PVP) ou outros fluidos 
úteis para a  manipulação de espermatozóides noutros pontos da placa. Encha 
cuidadosamente a placa com óleo de cultura de tecido para preparar a utilização. A 
hidratação do microponto antes da aplicação do esperma dá ao ácido hialurónico 
tempo para dilatar. A dilatação e a ligação dos espermatozóides começam 
geralmente dentro de 5 minutos ou menos. No entanto, alguns micropontos 
podem levar 30 minutos ou mais a atingirem a capacidade de ligação total. Assim, 
sempre que se observar ligação de espermatozóides marginal, pré-hidrate durante 
30 minutos ou mais, ou permita que os espermatozóides incubem no ponto durante 
30 minutos ou mais antes de seleccionar o espermatozóide. 

Utilizar o Dispositivo de selecção de espermatozóides PICSI®: Adicione os 
espermatozóides ao microponto pré-hidratado num volume igual ou superior 
àquele utilizado para pré-hidratar o ponto (cerca de 10  µL). Faça a ponta da 
micropipeta que contém os espermatozóides tocar na extremidade da gota 
hidratante na base da placa debaixo do óleo e expulse os espermatozóides. 
Administrando espermatozóides num volume igual ao do fluido de hidratação, 
garante-se a mistura e administração imediatas dos espermatozóides 
à  proximidade do microponto. Se os espermatozóides forem administrados 
num volume inferior na extremidade da gota, pode ser necessário um tempo 
superior a  30 minutos para permitir que os espermatozóides nadem no fluido 
de  hidratação até ao microponto. Depois da ligação, os espermatozóides ligados 
ao ácido hialurónico são facilmente identificados: apesar do movimento vigoroso 
das  caudas, não demonstram migração progressiva.

Factores que determinam a ligação dos espermatozóides: Para popular 
rapidamente o microponto com espermatozóides ligados, coloque cerca de 
100  000 espermatozóides passíveis de ligação ao ácido hialurónico por mL 
(aproximadamente 1  000-2  000 espermatozóides totais num volume de 
10‑20 µL) sobre o microponto; ver a Figura 2. Com o decorrer do tempo, o número 
de espermatozóides ligados aumenta, à medida que mais espermatozóides 
em natação entram em contacto com o microponto de ácido hialurónico.

Selecção da localização dos espermatozóides: A parede do microponto de ácido 
hialurónico é uma barreira física com a qual muitos espermatozóides se ligam, uma 
vez que esta constitui geralmente o seu primeiro ponto de contacto. Por vezes é 
difícil distinguir se os espermatozóides estão ligados ou se estão simplesmente 
a nadar contra a extremidade do microponto. Pode assegurar a escolha dos 
espermatozóides ligados seleccionando-os no interior do microponto.

Obter uma boa densidade de espermatozóides ligados: Se a densidade dos 
espermatozóides ligados for demasiado elevada ou baixa para uma boa selecção 
de espermatozóides, dilua ou concentre a amostra de espermatozóides preparada 
e  utilize a amostra de espermatozóides ajustada no microponto seguinte. Cada 
Dispositivo de selecção de espermatozóides PICSI® traz três micropontos para 
garantir um número de oportunidades suficiente.

Colheita de espermatozóides: Para colher um espermatozóide ligado, coloque 
a  ponta da micropipeta de ICSI junto aos espermatozóides e, com cuidado, 
aspire fluido para o interior da pipeta, arrastando os espermatozóides. 
Continue com a  colheita até serem capturados 20-50 espermatozóides. Expulse 
os  espermatozóides capturados para dentro de uma gota de PVP, de maneira 
a  serem processados para ICSI (inactivando a cauda, re-avaliando a  motilidade 
e  a  morfologia.) A partir da gotícula de PVP, seleccione e deposite um 
espermatozóide processado individual para injecção nos ovócitos, de acordo com 
o protocolo de injecção vigente.

Temperatura: Os espermatozóides ligam-se melhor ao hidrogel de ácido hialurónico 
a temperaturas inferiores a 30  °C. A temperaturas superiores a 30  °C, o vigor de 
natação dos espermatozóides aumenta e a força dos movimentos pode sobrepor-se 
à força da ligação. O resultado é o facto de cerca de um terço dos espermatozóides 
ligados à temperatura ambiente apresentarem uma migração progressiva 
à temperatura de 37 ºC, podendo tornar-se incapazes de ligação, ou seja, imaturos. 
As placas de Petri do Dispositivo de selecção de espermatozóides PICSI® submetidas 
à temperatura de 37 °C chegarão aos 33 °C e permanecerão a esta temperatura. 
A 33 °C ou mesmo a 37 °C, muitos espermatozóides ligados mantêm-se disponíveis 
para selecção.

Considerações técnicas: Forma dos micropontos: Os micropontos de ácido 
hialurónico do Dispositivo de selecção de espermatozóides PICSI® têm forma 
de cratera. A extremidade do microponto é uma parede elevada de hidrogel que 
circunda uma camada lisa, interior e baixa. A parede é flexível e pode ter uma forma 
irregular devido à hidratação desigual do hidrogel. 

A parede de hidrogel pode ser perfurada e rasgada se uma micropipeta de  ICSI 
entrar em contacto directo com a mesma. É aconselhável colocar a ponta 
da micropipeta elevada sobre o interior do microponto e descê-la até à superfície 
do microponto para recuperar os espermatozóides.

Cavidades dos micropontos: Durante o fabrico, uma hidratação inconsistente pode 
levar segmentos da parede de micropontos a criar pequenas “cavidades” com 
abertura para a extremidade interior da parede. Os espermatozóides que nadam 
para dentro de uma cavidade ficam presos e não se ligam. Os espermatozóides 
presos geralmente ficam orientados contra o centro do microponto, apresentando 
caudas que batem vigorosamente e organizando-se muitas vezes em grupo. 
As cabeças dos espermatozóides presos podem mover-se lateralmente e, por vezes, 
para a frente e  para trás, dentro das paredes da cavidade. Os espermatozóides 
presos não devem ser seleccionados, já que o seu estado de ligação é incerto.

Estabilidade dos micropontos: Se uma secção da parede se separar do polistereno, 
as mesmas forças que criam as cavidades podem levar a parede de micropontos 
a desligar-se progressivamente da placa, enrolando-se como uma espiral. Quando 
isto ocorrer, uma parte ou a totalidade da parede irá separar-se do microponto. 
No entanto, a camada interior de ácido hialurónico do microponto permanecerá 
intacta. A camada interior de ácido hialurónico mantém-se estável durante horas, 
colhendo e guardando espermatozóides ligados que podem ser utilizados para ICSI. 
Os espermatozóides ligados à parede enrolada restante não devem ser utilizados 
para selecção e isolamento de espermatozóides. 

Resolução de problemas: Se os espermatozóides não se ligarem ao microponto: 

1. Mediante um Ensaio de ligação do ácido hialurónico, HBA®, avalie se a amostra 
de espermatozóides contém espermatozóides maduros e passíveis de ligação ao 
ácido hialurónico. Se a classificação de HBA for próxima do zero (<5 %), não  é 
previsível a ocorrência de ligação dos espermatozóides (em alguns laboratórios, 
um número tão elevado quanto 10 % da população de dadores de esperma não 
apresenta ligação de espermatozóides. Este é um factor significativo que contribui 
para a infertilidade). 

2. Quanto tempo é que os espermatozóides foram incubados no microponto? 
A ligação relaciona-se directamente com o tempo permitido para ligação. 
Os  espermatozóides ligam-se quando entram em contacto com o microponto 
de ácido hialurónico, nadando aleatoriamente. O número de espermatozóides 
ligados ao ponto cresce com o passar do tempo, à medida que mais 
espermatozóides encontram o microponto de ácido hialurónico. Verifique 
o microponto periodicamente ao longo de duas horas, avaliando se se acumularam 
espermatozóides em número suficiente para um procedimento de ICSI.

3. A densidade de espermatozóides passíveis de ligação ao ácido hialurónico 
é essencial. O populamento rápido do microponto requer uma densidade de pelo 
menos 100  000 espermatozóides passíveis de ligação ao ácido hialurónico por 
mL. Se a classificação de HBA for baixa, a densidade total de espermatozóides 
deve aumentar para garantir um número efectivo de espermatozóides passíveis 
de ligação ao ácido hialurónico. Por exemplo: se a classificação de HBA for de 10 %, 
serão necessários 1 000 000 espermatozóides no total por mL para obter 100 000 
espermatozóides passíveis de ligação ao ácido hialurónico por mL.

Aviso: a legislação federal dos EUA restringe a compra deste dispositivo a médicos 
ou mediante prescrição médica. Se a embalagem não incluir um Certificado 
de análise, pode solicitar este documento ao distribuidor. Este dispositivo está 
protegido nos termos da patente dos EUA número 5 897 988 e respectivas 
aplicações de patente estrangeiras. 

Questões ou comentários: Contacte o distribuidor através do número de telefone 
ou endereço electrónico apresentado abaixo.

Bibliografia:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Figura 1, A placa PICSI® 

Figura 2, Ligação dos espermatozóides em contraste com a densidade 
de espermatozóides.

 Ligação dos espermatozóides enquanto função da densidade 
de espermatozóides  Ligação de espermatozóides por ponto  Tempo (min.)
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Romanian/Română
PICSI® Sistem de selecţie a spermatozoizilor
Instrucţiuni de utilizare
Producător: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 SUA

Distribuitor: CooperSurgical, Telefon (SUA): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Domeniu de utilizare: În tratamentul ICSI (injectare intracitoplasmatică 
de spermatozoizi), sistemul de selecţie a spermatozoizilor PICSI® este indicat 
pentru selecţia spermatozoizilor maturi în vederea injectării.

Principiul de funcţionare: Acidul hialuronic este o componentă 
principală a matricei cumulus oophorus din jurul ovocitului. Capul unui 
spermatozoid matur are un receptor specific pentru acidul hialuronic, care 
permite legarea spermatozoizilor maturi de acid hialuronic (1). Spre deosebire de 
spermatozoizii maturi, cei imaturi nu permit o legătură de acest 
tip. Spermatozoizii maturi prezintă o integritate ridicată a lanţului ADN (2), 
o frecvenţă normală a aneuploidiilor cromozomiale şi asigură o contribuţie paternă 
la zigot comparabilă cu cea a spermatozoizilor selectaţi de zona pellucida în timpul 
fecundării naturale (3). 

În practica ICSI obişnuită, spermatozoizii sunt selectaţi vizual pentru injectare 
pe  baza morfologiei şi motilităţii lor. Totuşi, această abordare nu reflectă 
integritatea genomică a spermatozoizilor şi capacitatea acestora de a asigura cea 
mai bună contribuţie paternă la zigot. Sistemul de selecţie a spermatozoizilor PICSI® 
permite selectarea spermatozoizilor maturi pe baza abilităţii acestora de a se lega 
la  hidrogelul pe bază de acid hialuronic. Sistemul de selecţie a spermatozoizilor 
PICSI® imită legarea naturală a spermatozoizilor maturi la cumulus oophorous, 
o etapă de selecţie importantă în cadrul fecundării naturale.

Descriere: Sistemul de selecţie a spermatozoizilor PICSI® este un vas Petri 
din polistiren cu trei micropuncte cu acid hialuronic ataşate pe fundul vasului în 
interior. Trei linii de localizare în relief, poziţionate pe fundul vasului în exterior, 
facilitează localizarea micropunctelor. Micropunctul se află într-o zonă cu o lăţime 
de aproximativ 2 mm şi o lungime de aproximativ 3 mm, în prelungirea liniei de 
localizare respective. Produsul este steril (nivelul de asigurare a sterilităţii 10-6), 
practic lipsit de endotoxine şi netoxic pentru embrioni.

Pregătirea pentru utilizare: Hidrataţi micropunctele cu acid hialuronic, aplicând 
la capătul fiecărei linii de localizare câte o picătură de 10-µl de Human Tubal Fluid 
(HTF) conţinând cel puţin 5 mg/ml proteină din ser sau orice alt diluant pentru 
spermă adecvat, acoperind zona în care se află micropunctul (Figura 1). Alternativ, 
suspensia de spermă poate fi adăugată direct pe micropunctul uscat. În acest 
moment puteţi aplica picături de polivinilpirolidonă (PVP) sau alte lichide utile 
pentru manipularea spermatozoizilor şi în alte locuri de pe vas. Umpleţi cu atenţie 
vasul cu ulei pentru cultură de ţesuturi, în vederea pregătirii pentru utilizare. 
Hidratarea micropunctului înainte de aplicarea spermatozoizilor lasă timp acidului 
hialuronic să îşi mărească volumul. Expandarea şi fixarea spermatozoizilor încep 
în mod normal în maximum 5  minute. Totuşi, unele micropuncte pot necesita 
30 de minute sau mai mult pentru a ajunge la capacitatea de fixare maximă. Prin 
urmare, de fiecare dată când observaţi o legătură marginală de spermatozoizi, 
efectuaţi o hidratare anterioară de 30  de minute sau mai mult sau permiteţi 
spermatozoizilor să incubeze pe punct timp de 30 de minute sau mai mult înainte 
de a-i selecta. 

Folosirea sistemului de selecţie a spermatozoizilor PICSI®: Adăugaţi 
spermatozoizii pe micropunctul pre-hidratat, în cantitate cel puţin egală sau 
mai mare decât cea folosită la pre-hidratarea punctului (aproximativ 10  µl). 
Atingeţi vârful micropipetei care conţine spermatozoizii de marginea picăturii de 
hidratare aflate pe fundul vasului sub stratul de ulei şi expulzaţi spermatozoizii. 
Prin distribuirea spermatozoizilor într-un volum egal cu cel al lichidului de 
hidratare se asigură amestecarea şi livrarea instantanee a spermatozoizilor în 
imediata apropiere a micropunctului. Dacă spermatozoizii sunt distribuiţi într-
un volum mai mic pe marginea picăturii, poate fi necesar un timp mai mare de 
30 de minute pentru ca aceştia să circule prin lichidul hidratant până la micropunct. 
Spermatozoizii legaţi la acidul hialuronic sunt uşor de identificat: în pofida 
mişcărilor dinamice ale flagelului, aceştia nu continuă să se deplaseze.

Factorii care determină fixarea spermatozoizilor: Pentru popularea rapidă 
a micropunctului cu spermatozoizi legaţi, aşezaţi aproximativ 100.000 de 
spermatozoizi legaţi la acid hialuronic per ml (aproximativ 1.000–2.000 de 
spermatozoizi într-un volum de 10–20 µl) deasupra micropunctului (consultaţi 
Figura  2). În timp, numărul de spermatozoizi legaţi va creşte, deoarece alţi 
spermatozoizi care înoată vor intra în contact cu micropunctul cu acid hialuronic.

Alegerea amplasării spermatozoizilor: Peretele micropunctului cu acid hialuronic 
este o barieră fizică pe care se vor fixa mulţi spermatozoizi, deoarece acesta este, de 
obicei, primul punct de contact. Uneori este dificil de observat dacă spermatozoizii 
sunt legaţi la micropunct sau dacă pur şi simplu aceştia înoată contra marginii 
micropunctului. Pentru a vă asigura că selectaţi spermatozoizi legaţi, selectaţi-i din 
zona interioară a micropunctului.

Obţinerea unei densităţi adecvate de spermatozoizi legaţi: Dacă densitatea 
spermatozoizilor legaţi este prea mare sau prea mică pentru o selecţie de 
spermatozoizi corespunzătoare, diluaţi sau concentraţi eşantionul de spermă 
pregătit şi utilizaţi eşantionul de spermă adaptat pentru distribuire pe următorul 
micropunct. Pe fiecare sistem de selecţie a spermatozoizilor PICSI® se găsesc trei 
micropuncte pentru asigurarea mai multor şanse de reuşită.

Colectarea spermatozoizilor: Pentru a colecta un spermatozoid legat, 
poziţionaţi   vârful micropipetei ICSI în apropierea spermei şi aspiraţi uşor lichid 
în  pipetă, extrăgând spermatozoizii. Continuaţi colectarea până la capturarea  
a 20–50 spermatozoizi. Expulzaţi spermatozoizii capturaţi într-o picătură de 
PVP pentru a-i trata pentru ICSI (inactivând flagelul, reevaluând motilitatea şi 
morfologia acestora). Din picătura de PVP, selectaţi şi încărcaţi câte un singur 
spermatozoid tratat pentru injectare în ovocite conform protocolului standard de 
injectare al unităţii dumneavoastră.

Temperatura: Spermatozoizii se leagă cel mai bine la hidrogelul pe bază de acid 
hialuronic la temperaturi sub 30 °C. La temperaturi de peste 30 °C, spermatozoizii 
înoată mai dinamic şi forţa de înot poate depăşi forţa de legare. Rezultatul este 
că aproximativ o treime din spermatozoizii legaţi la temperatură ambiantă vor 
prezenta o migrare progresivă la 37 °C şi pot fi consideraţi nelegaţi, imaturi. Vasele 
sistemului de selecţie a spermatozoizilor PICSI® aşezate pe o platformă încălzită 
la 37 °C vor ajunge la cca. 33 °C, după care vor rămâne la temperatura respectivă. 
La 33 °C sau chiar la 37 °C mulţi spermatozoizi legaţi pot fi încă selectaţi.

Consideraţii tehnice: Forma micropunctului: Micropunctul cu acid hialuronic 
al sistemului de selecţie a spermatozoizilor PICSI® are formă de pâlnie. Marginea 
micropunctului este un perete de hidrogel înălţat, care înconjoară un strat interior 
jos şi plat. Peretele este flexibil şi poate avea formă neregulată din cauza hidratării 
neuniforme a hidrogelului. 

Peretele de hidrogel poate fi perforat şi rupt de o micropipetă ICSI introdusă direct 
în el. Este indicat să poziţionaţi vârful ridicat al micropipetei deasupra interiorului 
micropunctului şi să îl coborâţi pe suprafaţa micropunctului pentru extragerea 
spermatozoizilor.

Cavităţile micropunctului: În timpul prelucrării, este posibil ca hidratarea 
neuniformă să determine crearea în segmente ale peretelui micropunctului a unor 
mici „cavităţi” care se deschid către marginea interioară a peretelui. Spermatozoizii 
care înoată într-o cavitate vor fi blocaţi, însă nu legaţi. De obicei, spermatozoizii 
blocaţi sunt orientaţi în sens opus faţă de centrul micropunctului şi prezintă mişcări 
dinamice ale flagelului, adesea fiind grupaţi. Capetele spermatozoizilor blocaţi 
se pot deplasa în lateral şi uneori înainte şi înapoi în pereţii cavităţii. Spermatozoizii 
blocaţi nu trebuie să fie selectaţi, deoarece starea lor de fixare este nesigură.

Stabilitatea micropunctului: Dacă o parte a peretelui se separă de polistiren, 
aceleaşi forţe care creează aceste cavităţi pot cauza detaşarea progresivă 
a peretelui micropunctului de vas şi răsucirea acestuia asemenea unui arc. Atunci 
când se întâmplă acest lucru, peretele se va detaşa parţial sau total de micropunct. 
Totuşi, stratul interior de acid hialuronic al micropunctului va rămâne intact. Stratul 
interior de acid hialuronic rămâne stabil timp de mai multe ore, colectând şi 
găzduind spermatozoizi legaţi care pot fi utilizaţi pentru ICSI. Spermatozoizii legaţi 
de fragmentul de perete răsucit nu trebuie să fie folosiţi pentru selectare şi izolare. 

Soluţionarea problemelor: Dacă spermatozoizii nu se leagă de micropunct: 

1. Verificaţi cu ajutorului unui test HBA® (test de fixare hialuronică) dacă eşantionul 
de spermă conţine spermatozoizi maturi, care se pot lega la acidul hialuronic. 
Dacă scorul HBA este aproape de zero (<5 %), nu se poate aştepta fixarea 
spermatozoizilor (în unele laboratoare, până la 10 % din totalul de spermă donată 
nu permite fixarea spermatozoizilor. Acesta este un factor semnificativ care 
contribuie la infertilitate). 

2. Cât timp a durat incubarea spermatozoizilor pe micropunct? Fixarea este legată 
în mod direct de timpul permis pentru fixare. Spermatozoizii se fixează atunci când 
intră în contact cu micropunctul cu acid hialuronic, în timp ce înoată aleatoriu. 
Numărul de spermatozoizi legaţi de punct va creşte în timp, pe măsură ce tot mai 
mulţi spermatozoizi întâlnesc micropunctul cu acid hialuronic. Verificaţi periodic 
micropunctul pe parcursul a două ore pentru a vedea dacă s-au acumulat suficienţi 
spermatozoizi legaţi pentru o procedură ICSI.

3. Densitatea spermatozoizilor legaţi la acid hialuronic este critică. Popularea rapidă 
a micropunctului necesită o densitate de 100.000 de spermatozoizi legaţi la acid 
hialuronic per ml. Dacă scorul HBA este mic, densitatea totală de spermatozoizi 
trebuie să fie crescută pentru asigurarea unui număr eficace de spermatozoizi 
legaţi la acid hialuronic. De exemplu: dacă scorul HBA este de 10 %, va fi necesar un 
număr total de 1.000.000 de spermatozoizi per ml pentru asigurarea a 100.000 de 
spermatozoizi legaţi la acid hialuronic per ml.

Avertisment: Legislaţia federală a SUA permite achiziţionarea acestui produs 
exclusiv de către medici sau la recomandarea acestora. Dacă nu a fost deja furnizat 
la livrare, un certificat de analiză este disponibil la cerere de la distribuitor. Acest 
produs este acoperit de brevetul SUA 5.897.988 şi de cererile de brevet 
corespunzătoare din alte ţări. 
Întrebări sau comentarii: Contactaţi distribuitorul la numărul de telefon sau 
la adresa de e-mail de mai sus.

Referinţe:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
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Figura 1, Vasul PICSI® 

Figura 2, Fixarea spermatozoizilor în raport cu timpul şi cu densitatea 
de spermatozoizi.

 Fixarea spermatozoizilor ca funcţie de densitate de spermatozoizi  Fixarea 
spermatozoizilor per punct  Timpul (min)
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Прибор для селекции сперматозоидов PICSI®
Инструкции по применению
Изготовитель: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044, США

Поставщик: CooperSurgical, тел. (США): +203-601-5200,  
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Назначение. Прибор для селекции сперматозоидов PICSI® (PICSI® Sperm 
Selection Device) используется для отбора зрелых спермиев, предназначенных 
для интрацитоплазматического введения (ICSI) при лечении бесплодных пар.

Принцип действия прибора. Гиалуроновая кислота является 
основным компонентом слоя cumulus oophorus (яйцевого бугорка), 
окружающего овоцит. На головке зрелого сперматозоида расположен 
гиалуронспецифичный рецептор, обеспечивающий специфическое 
связывание его с гиалуроновой кислотой (1). В свою очередь, незрелый 
сперматозоид неспособен к такому связыванию. 
Зрелый спермий характеризуется высокой целостностью цепочки ДНК (2), 
нормальной частотой хромосомной анеуплоидии, а также достаточным 
участием отцовского генетического материала в формировании зиготы; такие 
спермии отбираются zona pellucida (прозрачной оболочкой) при естественном 
оплодотворении (3). 

Обычно в рамках ICSI отбор сперматозоидов осуществляется визуально  — 
по морфологии и подвижности. Тем не менее такой подход не отражает 
геномной целостности спермия и его способности предоставить наиболее 
качественный материал для формирования зиготы. Прибор для селекции 
сперматозоидов PICSI® предназначен для отбора зрелых спермиев, 
выполняемого на основе их способности связывания с гиалуроновым 
гидрогелем. Прибор для селекции сперматозоидов PICSI® имитирует процесс 
связывания зрелых спермиев с cumulus oophorous (яйцевым бугорком) — 
важным этапом естественного оплодотворения.

Описание. Прибор для селекции сперматозоидов PICSI® представляет 
собой полистироловую чашку для культивирования с тремя микроточками 
гиалуроновой кислоты, прикрепленными к внутренней нижней поверхности. 
Три указующие линии, расположенные на внешней нижней поверхности 
чашки, облегчают обнаружение микроточек. Микроточка расположена 
в  области шириной 2 мм и длиной 3 мм рядом с концом указующей 
линии. Прибор стерилен (уровень гарантии стерильности составляет 10-6), 
не содержит эндотоксинов и нетоксичен для эмбрионов.

Подготовка к использованию. Выполните гидратацию микроточек, 
добавив в области, расположенные на концах указующих линий, по 10 мкл 
раствора HTF (раствор, имитирующий среду внутри фаллопиевых труб 
человека); концентрация сывороточного белка в растворе должна составлять 
не менее 5  мг/мл; возможно использование другого дилюента семенной 
жидкости (см. рис.  1). Также возможно добавление взвеси сперматозоидов 
напрямую в сухую микроточку. На этом этапе можно добавить в другие 
области чашки капли поливинилпирролидона (ПВП) или другой жидкости, 
требуемой для работы со сперматозоидами. Чтобы подготовить чашку 
к использованию, осторожно налейте в нее культуральное масло. Гидратация 
микроточек до добавления спермиев обеспечивает набухание гиалуроновой 
кислоты. Набухание и связывание спермиев обычно начинается через 
5  минут (или ранее). В некоторых случаях для достижения полноценной 
связывающей способности микроточкам может потребоваться 30  минут 
или более. Таким образом, если наблюдается недостаточное связывание 
сперматозоидов, выполните предварительную гидратацию в течение 
30 минут или более либо инкубацию спермы в точке в течение 30 минут или 
более до того, как выполнять селекцию сперматозоидов. 

Использование прибора для селекции сперматозоидов PICSI®. 
Добавьте сперму в предварительно гидратированную микроточку; объем 
спермы должен быть больше объема, использованного для гидратации 
точки (приблизительно 10 мкл), или равен ему. Коснитеcь кончиком 
микропипетки, содержащей сперму, края гидратирующей капли на нижней 
поверхности чашки (под маслом) и вытолкните сперму. Добавление объема 
спермы, соответствующего объему гидратирующей жидкости, обеспечивает 
незамедлительное перемешивание и распределение спермы в области 
микроточки. Если добавить меньший объем спермы на край капли, то 
сперматозоидам может потребоваться более 30  минут для того, чтобы 
добраться до микроточки сквозь гидратирующую каплю. Спермии, связанные 
с гиалуроновой кислотой, легко определимы: они не обнаруживают 
поступательного движения, несмотря на активное биение жгутика.

Факторы, определяющие связывание спермиев. Для быстрого заполнения 
микроточки связанными спермиями требуется приблизительного 100  000 
спермиев, связывающих гиалуроновую кислоту, на 1 мл (приблизительно 
1000–2000 спермиев на 10–20 мкл объема), см. рис. 2. С течением времени 
число связанных спермиев будет расти по мере того, как спермии достигают 
микроточки из гиалуроновой кислоты.

Выбор расположения спермиев. Стенка микроточки из гиалуроновой кислоты 
представляет собой физический барьер, с которым связывается множество 
спермиев (т.  к. это первое место контакта). В некоторых случаях сложно 
различить, связался ли спермий, или он просто не может продвинуться сквозь 
край микроточки.  Для отбора связанных спермиев нужно использовать те из 
них, которые располагаются во внутренней части микроточки.

Достижение достаточной плотности связанных спермиев. Если плотность 
связанных спермиев слишком высока или слишком низка для качественного 
отбора, требуется выполнить разведение или концентрирование образца 
спермы и использовать этот модифицированный образец для засевания 
следующей микроточки. Для обеспечения этой возможности в каждом  
приборе для селекции сперматозоидов PICSI® имеется три микроточки.

Отбор спермиев. Для отбора связанных спермиев расположите кончик 
микропипетки ICSI в сперме и осторожно заберите жидкость пипеткой. 
Продолжайте до тех пор, пока не будут захвачены 20–50 спермиев. 
Выдавите захваченные спермии в каплю ПВП, чтобы обработать их для ICSI 
(инактивация жгутиков, повторная оценка подвижности и морфологии). 
Из капли ПВП отберите и загрузите один обработанный сперматозоид для 
введения в овоцит в соответствии с используемым стандартным протоколом 
введения.

Температура. Оптимальная температура для связывания спермиев 
с  гидрогелем гиалуроновой кислоты не превышает 30 °C. При температуре 
выше 30 °C двигательная активность сперматозоидов повышается 
и  их  способность к передвижению может превзойти связывающую 
способность. В результате примерно 1/3 спермиев, успешно связываемых 
при комнатной температуре, при 37  °C обнаруживают значительное 
передвижение и определяются как несвязанные, незрелые. Чашки прибора 
для селекции сперматозоидов PICSI®, размещенные на столике, разогретом 
до 37 °C, достигнут температуры 33 °C и сохранят эту температуру. При 33 °C 
(и даже при 37 °C) многие связанные сперматозоиды по-прежнему подходят 
для отбора.

Технические аспекты. Форма микроточек. Микроточки чашки прибора 
для селекции сперматозоидов PICSI® из гиалуроновой кислоты имеют форму 
кратеров. Край микроточек представляет приподнятую стенку из гидрогеля, 
окружающую внутренний, плоский слой. Стенка является гибкой и может 
быть неровной в связи с неравномерной гидратацией гидрогеля. 

При прямом попадании микропипетки ICSI в стенку из гидрогеля возможны 
протыкание и разрыв стенки. Для забора сперматозоидов лучше всего 
приподнять наконечник микропипетки над микроточкой и опустить его 
на поверхность микроточки.

Углубления в микроточках. Во время изготовления, неравномерной 
гидратации в стенке микроточки могут появляться сегменты с маленькими 
углублениями, открывающиеся к внутреннему краю стенки. Спермии, 
попадающие в такое углубление, захватываются, но не связываются. 
Захваченные спермии обычно направлены головкой от центра микроточки 
и часто собираются в кластеры со значительной подвижностью жгутиков. 
Головки захваченных спермиев могут перемещаться вбок, а также 
в некоторых случаях вперед и назад внутри стенок углубления. Захваченные 
спермии не подлежат отбору, так как их связывающая способность 
не определена.

Стабильность микроточки. В случае если часть стенки отделилась 
от полистирола, те же силы, что создают углубления, приводят к постепенному 
откреплению микроточки и ее сворачиванию наподобие пружины. Если 
такое произошло, стенка может частично или полностью отделиться от 
микроточки. Однако внутренняя часть слоя гиалуроновой кислоты останется 
нетронутой. Внутренний слой сохраняет стабильность в течение нескольких 
часов; на нем по-прежнему возможен отбор связанных спермиев, пригодных 
для ICSI. Спермии, связавшиеся со свернутыми остатками стенки, не должны 
использоваться для отбора и изоляции. 

Устранение неполадок. Если спермий не связывается с микроточкой: 

1. Удостоверьтесь, что образец спермы содержит зрелые, связывающие 
гиалуроновую кислоту спермии, выполнив анализ HBA® — Hyaluronan 
Binding Assay (анализ на связывание гиалуроновой кислоты). Если показатель 
HBA приближается к нулю (<  5  %), связывание спермиев не ожидается. 
В некоторых лабораториях до 10  % популяции донорских спермиев не 
обнаруживает связывания. Это считается значимым фактором бесплодия. 

2. Как долго выполнялась инкубация спермы на микроточке? Связывание 
напрямую соотносится со временем инкубации. Спермии связываются 
с  микроточкой из гиалуроновой кислоты, как только возникает контакт 
в  результате их случайного перемещения. Число спермиев, связавшихся 
с  микроточкой, растет со временем. Следует регулярно проверять 
микроточку в течение двух часов, оценивая количество связавшихся 
спермиев (проверяя, достаточно ли их для процедуры ICSI).

3. Плотность связанных с гиалуроновой кислотой спермиев является 
критически важной. Быстрое засевание микроточки требует плотности, 
составляющей минимум 100  000 способных к связыванию спермиев 
на 1 мл. Если показатель HBA слишком низок, необходимо увеличить общую 
плотность спермиев, чтобы обеспечить должное количество способных 
к  связыванию спермиев. Например, если показатель HBA составляет 10  %, 
то  для достижения плотности 100 000 способных к связыванию спермиев 
на 1 мл требуется общая плотность 1 000 000 спермиев на 1 мл.

Предупреждение. В соответствии с федеральным законом США  продажа 
данного прибора может выполнятся только врачом либо по распоряжению 
врача. Сертификат качества можно запросить у поставщика, если 
он не предоставлен в комплекте поставки. На данное изделие 
распространяется действие патента США 5 897 988, а также действие 
других иностранных патентов. 
Вопросы и комментарии. Свяжитесь с поставщиком по телефону или 
электронной почте (номер телефона и адрес эл. почты приведены выше).
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Рис. 1. Чаша PICSI® 

Рис. 2. Связывание спермиев в зависимости от времени и плотности спермиев

 Связывание как функция плотности спермиев  Количество спермиев, 
связанных точкой  Время (мин.)
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Slovak/Slovensky
Miska PICSI® na selekciu spermií
Návod na použitie
Výrobca: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Distribútor: CooperSurgical, Telefón (USA): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Použitie: Miska PICSI® na selekciu spermií je indikovaná pri liečbe neplodných 
párov pomocou intracytoplazmatickej injekcie spermií (ICSI) na výber zrelých 
spermií vhodných na injekciu.

Princíp misky: Hlavnou zložkou štruktúry cumulus oophorus, ktorá obklopuje 
oocyt, je hyaluronan. Hlavička zrelých spermií obsahuje špecifický receptor, ktorý 
umožňuje väzbu zrelých spermií na hyaluronan (1). Nezrelé spermie 
sa naopak neviažu. Zrelé spermie majú vysokú integritu reťazca DNA (2), 
bežnú frekvenciu chromozomálnych aneuploidií a pre zygótu predstavujú otcovský 
príspevok porovnateľný s príspevkom spermií vybratých prostredníctvom zona 
pellucida počas prirodzeného oplodnenia (3). 

Pri obvyklom postupe metódou ICSI sa spermie na vstreknutie vyberajú vizuálne 
na základe ich morfológie a motility. Tento prístup však nezohľadňuje genomickú 
integritu spermie a jej schopnosť byť najlepším otcovským príspevkom pre zygótu. 
Miska PICSI® na selekciu spermií umožňuje výber zrelých spermií na základe ich 
schopnosti viazať sa na hydrogél hyaluronanu. Miska PICSI® na selekciu spermií 
napodobňuje prirodzenú väzbu zrelých spermií na cumulus oophorous, čo je 
dôležitý krok výberu pri prirodzenom oplodnení.

Opis: Miska PICSI® na selekciu spermií je polystyrénová kultivačná miska 
s  troma mikrobodmi hyaluronanu prichytenými na vnútornom dne. Umiestnenie 
mikrobodov možno nájsť pomocou troch lokalizačných čiar vytvorených 
na vonkajšom dne misky. Mikrobod sa nachádza v oblasti približne 2 mm širokej 
a 3 mm dlhej, ktorá začína od konca lokalizačnej čiary. Miska je sterilná s úrovňou 
zabezpečenia sterility 10-6, v podstate bez endotoxínov a netoxická pre embryá.

Príprava na použitie: Navlhčite hyaluronanové mikrobody, pričom na 
koniec každej lokalizačnej čiary naneste po jednej kvapke tekutiny z ľudských 
vajíčkovodov (HTF) s objemom 10 µl, ktorá obsahuje aspoň 5 mg/ml sérových 
bielkovín alebo roztok vhodný na riedenie spermií, pričom pokryte plochu, na 
ktorej sa nachádza mikrobod (obr. 1). Suspenziu so spermiami možno naniesť aj 
priamo na suchý mikrobod. V tomto kroku možno tiež kdekoľvek na misku naniesť 
kvapky polyvinylpyrolidonu (PVP) alebo inej tekutiny vhodnej na manipuláciu so 
spermiami. Opatrne zalejte misku olejom na tkanivové kultúry, čím ju pripravíte na 
použitie. Navlhčením mikrobodu pred aplikáciou spermií vytvoríte časový priestor 
na nabobtnanie hyaluronanu. Nabobtnanie a viazanie spermií začne obvykle do 
5 minút alebo v kratšom čase. Niektoré mikrobody však môžu plnú schopnosť 
viazania získať až po 30  minútach. Ak preto pozorujete nedostatočné viazanie 
spermií, navlhčite body na 30  minút alebo viac alebo nechajte spermie pred 
selekciou inkubovať na bodoch 30 minút alebo viac. 

Použitie misky PICSI® na selekciu spermií: Na vopred navlhčený 
mikrobod pridajte spermie v objeme, ktorý je rovný alebo väčší ako objem použitý 
na navlhčenie daného bodu (približne 10 µl). Špičkou mikropipety, ktorá obsahuje 
spermie, sa dotknite okraja zvlhčujúcej kvapky na dne misky pod vrstvou oleja, 
a vytlačte spermie. Nanesením spermií v objeme, ktorý sa rovná objemu zvlhčujúcej 
kvapky, zabezpečíte okamžité zmiešanie a presunutie spermií do  blízkosti 
mikrobodu. Ak nenesiete spermie na okraj kvapky v menšom objeme, môže im 
trvať viac ako 30 minút, kým sa dostanú cez zvlhčujúcu kvapalinu k  mikrobodu. 
Po naviazaní možno jednoducho identifikovať spermie naviazané na hyaluronan: aj 
napriek prudkým pohybom bičíka sa nepohybujú smerom vpred.

Faktory, ktorými sa riadi viazanie spermií: Ak chcete dosiahnuť rýchle naviazanie 
spermií na mikrobod, naneste na mikrobod približne 100 000 spermií viažucich sa 
na hyaluronan na ml (celkovo približne 1000 – 2000 spermií v objeme 10 – 20 µl); 
pozrite obr. 2. Po určitom čase, keď sa viac plávajúcich spermií dostane do kontaktu 
s hyaluronanovým mikrobodom, sa počet naviazaných spermií zvýši.

Výber umiestnenia spermií: Stena hyaluronanového mikrobodu je fyzická bariéra, 
na ktorú sa naviažu mnohé spermie, pretože je to obvykle prvý kontaktný bod. 
Niekedy je ťažké rozpoznať, či sú spermie naviazané alebo sa iba pohybujú proti 
stene mikrobodu. Istotu, že vyberáte naviazanú spermiu, môžete mať pri výbere 
z vnútra mikrobodu.

Získanie vhodnej hustoty naviazaných spermií: Ak je hustota naviazaných spermií 
príliš vysoká alebo príliš nízka a neumožňuje dobrý výber spermií, zrieďte 
pripravenú vzorku spermií alebo zvýšte jej koncentráciu a pri očkovaní ďalšieho 
mikrobodu použite upravenú vzorku spermií. Na každej miske PICSI® na selekciu 
spermií sú tri mikrobody, ktoré ponúkajú dostatok možností.

Odobratie spermií: Ak chcete odobrať naviazané spermie, umiestnite hrot 
mikropipety ICSI vedľa spermií a jemne vsajte tekutinu do pipety, pričom do  nej 
nasajete aj spermie. Pokračujte v odbere, kým nezískate 20 – 50 spermií. Vytlačte 
odobraté spermie do kvapky PVP, aby ste ich mohli pripraviť na postup ICSI 
(inaktivácia bičíka, opätovné posúdenie motility a morfológie). Z kvapky PVP 
vyberte a odoberte jednotlivé samostatné spracované spermie na injekciu do 
oocytov v súlade s bežnými postupmi pri injekcii.

Teplota: Spermie sa na hydrogél hyaluronanu najlepšie viažu pri teplote nižšej ako 
30 °C. Pri teplotách vyšších ako 30 °C sa aktivita pohybujúcich sa spermií zvyšuje 
a sila pohybu môže prevýšiť silu viazania. V dôsledku toho bude pri teplote 37 °C 
približne u jednej tretiny spermií, ktoré sa viažu pri izbovej teplote, viditeľná 
určitá progresívna migrácia a môžu byť považované za neviazané a nezrelé. Misky 
systému PICSI® na selekciu spermií umiestnené na podložke zahriatej na teplotu 
37 °C dosiahnu teplotu približne 33 °C, ktorú si následne udržia. Pri teplote 33 °C, 
dokonca aj pri teplote 37 °C, je k dispozícii dostatok naviazaných spermií, z ktorých 
možno vybrať.

Technické aspekty: Tvar mikrobodu: Hyaluronanový mikrobod na miske PICSI® 
na  selekciu spermií má miskovitý tvar. Okraj mikrobodu tvorí stena z hydrogélu, 
ktorá obklopuje plochú vnútornú vrstvu. Stena je flexibilná a v dôsledku 
nerovnomerného navlhčenia hydrogélu môže mať nepravidelný tvar. 

Stena hydrogélu môže byť prepichnutá a natrhnutá v dôsledku pohybu 
mikropipety  ICSI priamo proti stene. Pri odbere spermie je najlepšie umiestniť 
vyvýšený hrot mikropipety nad vnútornú časť mikrobodu a spustiť ho smerom 
nadol k povrchu mikrobodu.

Dutiny v mikrobode: Pri výrobe môže nerovnomerné zvlhčenie spôsobiť, že sa 
v jednotlivých častiach steny mikrobodu vytvárajú malé dutiny otvorené smerom 
k vnútornému okraju steny. Spermie, ktoré sa dostanú do dutín, sú zachytené, 
nie naviazané. Zachytené spermie sú obvykle všetky otočené smerom od stredu 
mikrobodu a intenzívne pohybujú bičíkom, často v zhlukoch. Hlavičky zachytených 
spermií sa môžu pohybovať do strán, a niekedy smerom dopredu a dozadu, 
v stenách dutiny. Zachytené spermie sa nemajú vyberať, pretože stav ich naviazania 
je neistý.

Stabilita mikrobodu: Ak sa časť steny oddelí od polystyrénu, tie isté sily, ktoré 
vytvorili dutiny, môžu spôsobiť, že sa stena mikrobodu postupne oddeľuje od misky 
a stáča sa ako pružina. V takom prípade sa časť steny alebo celá stena oddelí 
od mikrobodu. Vnútorná hyaluronanová vrstva mikrobodu však zostane zachovaná. 
Vnútorná hyaluronanová vrstva je stabilná niekoľko hodín a zachytáva a uchováva 
naviazané spermie, ktoré možno použiť pri metóde ICSI. Spermie naviazané na 
skrútené zvyšky steny sa nemajú používať na selekciu a izoláciu spermií. 

Riešenie problémov: Ak sa spermie nenaviažu na mikrobod: 

1. Pomocou analýzy HBA® s testom viazania na hyaluronan skontrolujte, či 
vzorka spermií obsahuje zrelé spermie viažuce sa na hyaluronan. Ak je výsledok 
analýzy HBA blízky nule (<5 %), pravdepodobne nedôjde k žiadnej väzbe spermií 
(V  niektorých laboratóriách až 10  % populácie darcovských spermií nevykazuje 
schopnosť viazania. Je to výrazný faktor prispievajúci k neplodnosti.). 

2. Ako dlho prebiehala inkubácia spermií na mikrobode? Väzba priamo súvisí 
s dĺžkou inkubácie. Spermie sa naviažu, keď pri ich náhodnom pohybe dôjde 
ku  kontaktu s hyaluronanovým mikrobodom. Počet spermií naviazaných 
na mikrobod postupom času rastie, pretože viac spermií príde do kontaktu 
s mikrobodom. Pravidelne kontrolujte mikrobod počas dvoch hodín, či sa nazbieral 
dostatočný počet spermií pre metódu ICSI.

3. Hustota spermií viažucich sa na hyaluronan má rozhodujúci význam. Na rýchle 
zaplnenie mikrobodu je potrebná hustota minimálne 100 000 spermií viažucich 
sa na hyaluronan na ml. Ak je výsledok analýzy HBA nízky, je potrebné zvýšiť 
celkovú hustotu spermií, aby sa dosiahol dostatočný počet spermií viažucich sa na 
hyaluronan. Napríklad: Ak je výsledok analýzy HBA 10  %, bude na dosiahnutie 
100 000 spermií viažucich sa hyaluronan na ml potrebná celková hustota 1 000 000 
spermií na ml.

Upozornenie: Federálne zákony USA povoľujú predaj tejto pomôcky len lekárom 
alebo na základe ich objednávky. Osvedčenie o analýze, ak nie je súčasťou dodávky, 
poskytne na požiadanie distribútor. Pomôcka je chránená patentom 5 897 988 
registrovaným v USA a príslušnými patentovými právami uplatňovanými 
v zahraničí. 
Otázky alebo pripomienky: Obráťte sa na distribútora na telefónnom čísle alebo 
e-mailovej adrese, ktoré sú uvedené vyššie.

Literatúra:
1. Huszar, G., a kol.: 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk a G. Huszar: 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. a kol.: 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Obr. 1: Miska PICSI® 

Obr. 2: Viazanie spermií v závislosti od času a hustoty spermií.

 Viazanie spermií v závislosti od hustoty spermií  Počet spermií naviazaných 
na jeden bod  Čas (min)
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Slovenian/Slovenščina
Pripomoček za selekcioniranje semenčic PICSI®

Navodila za uporabo
Proizvajalec: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 ZDA

Distributer: CooperSurgical, telefon (ZDA): +203-601-5200, 
www.hba-picsi.com

Namen uporabe: Pri zdravljenju neplodnih parov z neposrednim vnosom 
semenčice v citoplazmo jajčne celice (ICSI) je pripomoček za izbor semenčic PICSI® 
namenjen za selekcioniranje zrelih semenčic.

Način delovanja pripomočka: Hialuronska kislina je glavna sestavina 
plasti cumulus oophorus, ki obkroža oocit. Glava zrele semenčice vsebuje 
receptor, specifičen za hialuronsko kislino, ki omogoča, da se zrela semenčica 
veže s  hialuronsko kislino (1). Nasprotno pa se nezrele semenčice 
ne vežejo. Zrele semenčice imajo visoko integriteto verige DNK (2), normalno 
pogostost kromosomskih anevploidij in zagotavljajo očetovski doprinos k zigoti, 
ki je primerljiv z doprinosom semenčic, ki jih izbere steklasta kožica med naravno 
oploditvijo (3). 

Pri običajni praksi ICSI se semenčice vizualno selekcionira za vnos na podlagi 
njihovih morfoloških lastnosti in gibljivosti. Vendar ta pristop ne upošteva 
genomske integritete semenčic in njihove sposobnosti zagotavljanja najboljšega 
očetovskega doprinosa k zigoti. Pripomoček za selekcioniranje semenčic PICSI® 
je  sredstvo za selekcioniranje zrelih semenčic na podlagi njihovih sposobnosti 
vezave na hidrogel iz hialuronske kisline. Pripomoček za selekcioniranje semenčic 
PICSI® posnema naravno vezavo zrelih semenčic na cumulus oophorous, pomemben 
selektivni korak pri naravni oploditvi.

Opis: Pripomoček za selekcioniranje semenčic PICSI® je polistirenska petrijevka 
s tremi mikropikami iz hialuronske kisline, nanesenimi na notranjem delu 
dna posodice. Tri orientacijske črte, izbočene na zunanjem delu dna posodice, 
omogočajo lažje določanje položaja mikropik. Mikropika se nahaja na območju, 
ki je široko približno 2 mm in dolgo 3 mm, ob konici orientacijske črte. Pripomoček 
je sterilen (stopnja zagotavljanja sterilnosti 10-6), ne vsebuje endotoksinov in 
ni toksičen za zarodek.

Priprava za uporabo: Mikropike hialuronske kisline hidrirajte tako, da na konec 
vsake orientacijske črte kanete eno 10 µL kapljico tekočine »Human Tubal Fluid« – 
HTF, ki vsebuje vsaj 5 mg/mL serumske beljakovine ali drugega ustreznega 
razredčila tako, da pokrijete območje, kjer je mikropika (Slika 1). Alternativno 
lahko suspenzijo semenčic dodate neposredno na suho mikropiko. Sedaj lahko 
kamor koli drugam na posodico kanete tudi kapljice polivinilpirolidona (PVP) ali 
druge tekočine za proces priprave semenčic. Previdno preplavite posodico z oljem 
za tkivne kulture in jo tako pripravite za uporabo. Hidracija mikropik pred nanosom 
semenčic daje hialuronski kislini dovolj časa, da nabrekne. Nabrekanje in vezava 
se običajno začneta v petih minutah ali manj, vendar lahko nekatere mikropike 
potrebujejo 30 minut ali več, da dosežejo polno zmogljivost vezave. Kadar opazite 
mejno vezavo semenčic, zato predhodno hidrirajte 30 minut ali več ali pa pustite, da 
se semenčice inkubirajo na piki 30 minut ali več pred postopkom selekcije semenčic. 

Uporaba pripomočka za selekcioniranje semenčic PICSI®: Predhodno 
hidrirani mikropiki dodajte enako ali večjo količino semenčic, kot je bila količina, ki 
ste jo uporabili za predhodno hidracijo pike (približno 10 µL). S konico mikropipete 
s semenčicami se dotaknite roba hidracijske kapljice na dnu posodice pod oljem 
in semenčice iztisnite. Če vnesete enako količino semenčic, kot je bila količina 
hidracijske tekočine, sta takojšnje mešanje in vnos semenčic v bližino mikropike 
zagotovljena. Če vnesete manjšo količino semenčic na rob kapljice, bo morda 
treba počakati več kot 30 minut, da semenčice priplavajo skozi hidracijsko tekočino 
do  mikropike. Semenčice, vezane s hialuronsko kislino, enostavno prepoznamo: 
ne  kažejo progresivne migracije kljub intenzivnemu utripanju z repi.

Dejavniki, ki vplivajo na vezavo semenčic: Za hitro preplavitev mikropike z vezanimi 
semenčicami prek mikropike nanesite približno 100.000 semenčic, ki se vežejo 
s hialuronsko kislino, na mL (približno 1.000–2.000 semenčic skupno v 10–20 µL) – 
glejte Sliko 2. Sčasoma se število vezanih semenčic poveča, saj pride več plavajočih 
semenčic v stik s hialuronsko kislino.

Položaj semenčic za selekcijo: Rob mikropike hialuronske kisline je fizična meja, 
na katero se bo vezalo veliko semenčic, saj je to običajno prva točka stika. Včasih je 
težko razločiti, ali so semenčice vezane ali le plavajo proti robu mikropike. Da bi bolj 
zanesljivo izbrani vezane semenčice, jih izberite iz notranjosti mikropike.

Zagotavljanje dobre gostote vezanih semenčic: Če je gostota vezanih semenčic 
previsoka ali prenizka za dobro selekcijo semenčic, pripravljen vzorec semenčic 
razredčite ali zgostite in uporabite prilagojen vzorec semenčic za vnos na naslednjo 
mikropiko. Da bi zagotovili dovolj priložnosti, so na vsakem pripomočku 
za selekcioniranje semenčic PICSI® tri mikropike.

Odvzem semenčic: Za odvzem vezanih semenčic konico mikropipete ICSI postavite 
poleg semenčic in nežno vsrkajte tekočino v pipeto ter tako povlecite semenčice. 
Nadaljujte, dokler ne zajamete 20–50 semenčic. Zajete semenčice iztisnite 
v  kapljico PVP-ja za obdelavo za ICSI (inaktivacija repa, ponovno ocenjevanje 
gibljivosti in morfoloških značilnosti). Iz kapljice PVP izberite in odvzemite 
posamezne obdelane semenčice za vnos v oocite v skladu z vašim standardnim 
postopkom vnosa.

Temperatura: Semenčice se najbolje vežejo na hidrogel iz hialuronske kisline pri 
temperaturah pod 30  °C. Pri temperaturah nad 30  °C se intenzivnost plavanja 
semenčic poveča in plavalna sila lahko preseže silo vezave. Rezultat je, da 
približno tretjina semenčic, vezanih pri sobni temperaturi, progresivno migrira 
pri 37 °C in se  lahko šteje, da niso vezane in so nezrele. Če posodico pripomočka 
za selekcioniranje semenčic PICSI® položite na grelno ploščo, ogreto na 37 °C, se bo 
posodica ogrela do približno 33 °C in bo nato obdržala to temperaturo. Pri 33 °C ali 
celo pri 37 °C ostane na voljo za selekcijo veliko vezanih semenčic.

Na kaj morate biti pozorni glede tehnike: Oblika mikropike: Mikropika 
hialuronske kisline na pripomočku za selekcioniranje semenčic PICSI® ima obliko 
lijaka. Rob mikropike je dvignjena stena hidrogela, ki obkroža nižjo, ravno notranjo 
plast. Stena je fleksibilna in je lahko nepravilne oblike zaradi neenakomerne 
hidracije hidrogela. 

Hidrogel lahko prebodete in pretrgate z mikropipeto za ICSI, ki jo potisnete 
neposredno vanj. Najbolje je, da dvignjeno konico mikropipete postavite nad 
notranjost mikropike in jo spustite na površino mikropike za odvzem semenčic.

Jamice mikropike: Med izdelavo lahko neenakomerna hidracija povzroči, 
da  segmenti stene mikropike ustvarijo majhne »jamice«, ki so proti notranjemu 
robu stene odprte. Semenčice, ki plavajo v jamico, se ujamejo in se ne vežejo. Ujete 
semenčice so običajno obrnjene proč od sredine mikropike in intenzivno utripajo 
z repi ter so pogosto v skupkih. Glave ujetih semenčic se lahko premikajo bočno 
in včasih naprej in nazaj znotraj sten jamice. Ujetih semenčic ne smete izbrati, 
saj njihovo stanje vezave ni jasno.

Stabilnost mikropike: Če se del stene loči od polistirena, lahko sile, ki ustvarijo 
jamice, povzročijo, da stena mikropike progresivno odstopi od posodice in se zvije 
kot vzmet. Če se to zgodi, se lahko nekaj stene ali vsa stena loči od mikropike. 
Vendar bo plast hialuronske kisline v notranjosti mikropike ostala nedotaknjena. 
Plast hialuronske kisline v notranjosti je stabilna več ur – zbere in uskladišči vezane 
semenčice, ki jih lahko uporabite za ICSI. Semenčic, ki se vežejo na zavit ostanek 
stene, ne smete uporabiti za selekcioniranje in izolacijo semenčic. 

Odpravljanje težav: Če se semenčice ne vežejo na mikropiko: 

1. Ugotovite, ali vzorec semenčic vsebuje zrele semenčice, ki se vežejo 
na  hialuronsko kislino, s testom HBA® – Hyaluronan Binding Assay (test vezave 
na hialuronsko kislino). Če je rezultat HBA skoraj nič (<5 %), vezava semenčic ni 
pričakovana. (V nekaterih laboratorijih se do 10 % populacije semenčic darovalca 
ne veže. To je pomemben dejavnik, ki prispeva k neplodnosti.) 

2. Kako dolgo so bile semenčice inkubirane na mikropiki? Vezava je neposredno 
povezana s časom, ki je dovoljen za vezavo. Semenčice se vežejo, ko pridejo v stik 
s hialuronsko kislino, medtem ko naključno plavajo. Število semenčic, vezanih 
na piko, bo sčasoma naraslo, saj bo več semenčic naletelo na mikropiko hialuronske 
kisline. Vsaki dve uri preverite mikropiko in opazujte, ali se je nabralo dovolj vezanih 
semenčic za postopek ICSI.

3. Gostota semenčic, ki se vežejo na hialuronsko kislino, je ključna. Hitra naselitev 
mikropike zahteva gostoto vsaj 100.000 semenčic, ki se vežejo na hialuronsko 
kislino, na mL. Če je rezultat HBA prenizek, je treba skupno gostoto semenčic 
povečati, da se zagotovi učinkovito število semenčic, ki se vežejo na hialuronsko 
kislino. Na primer: če je rezultat HBA 10 %, bo potrebnih skupno 1.000.000 semenčic 
na mL, da se na mL zagotovi 100.000 semenčic, ki se vežejo na hialuronsko kislino.

Opozorilo: Zvezni zakoni ZDA dovoljujejo prodajo tega pripomočka le zdravnikom 
ali po naročilu zdravnika. Potrdilo o analizi, če ni priloženo ob dobavi, je na zahtevo 
na voljo pri distributerju. Pripomoček je zaščiten s patentom ZDA 5.897.988 
in ustreznimi tujimi patenti. 
Vprašanja ali komentarji: Obrnite se na distributerja na zgornjo telefonsko 
številko ali elektronski naslov.
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Slika 1 – Posodica PICSI® 

Slika 2 – Vezava semenčic glede na čas in gostoto semenčic.

 Vezava semenčic kot funkcija gostote semenčic  Vezane semenčice na piko 
 Čas (min)
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Spanish/Español
Dispositivo selector de espermatozoides PICSI® 
Instrucciones de uso
Fabricante: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 EE.UU.

Distribuidor: CooperSurgical, Teléfono (EE.UU.): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Uso indicado: En el tratamiento de parejas infértiles mediante inyección 
intracitoplásmica de espermatozoides (ICSI, por sus siglas en inglés), 
el  dispositivo selector de espermatozoides PICSI® está indicado para la selección 
de espermatozoides maduros para su inyección.

Principio de funcionamiento: El hialuronano es uno de los componentes 
principales de la matriz del cúmulo oóforo que rodea el oocito. La cabeza de un 
espermatozoide maduro es portadora de un receptor específico de hialuronano que 
permite a los espermatozoides maduros unirse al hialuronano (1). En cambio, los 
espermatozoides inmaduros no se unen. Los  espermatozoides 
maduros presentan una alta integridad de la cadena de ADN (2) y una frecuencia 
normal de aneuploidías cromosómicas, y proporcionan una contribución paterna 
al cigoto comparable con la del espermatozoide seleccionado por la zona pelúcida 
durante la fertilización natural (3). 

En la práctica habitual de ICSI, los espermatozoides se seleccionan visualmente 
para la inyección teniendo en cuenta su morfología y motilidad. No obstante, este 
enfoque no refleja la integridad genómica del espermatozoide ni su capacidad 
de proporcionar la mejor contribución paterna al cigoto. El dispositivo selector 
de espermatozoides PICSI® permite seleccionar espermatozoides maduros 
según su capacidad de unirse al hidrogel de hialuronano. El dispositivo selector 
de espermatozoides PICSI® imita la unión natural de los espermatozoides maduros 
al cúmulo oóforo, un paso selectivo importante en la fertilización natural.

Descripción: El dispositivo selector de espermatozoides PICSI® es una placa 
de cultivo de poliestireno con tres micropuntos de hialuronano fijados en la parte 
inferior interior. Tres líneas de localización grabadas en la parte inferior exterior de 
la placa facilitan la localización de los micropuntos. Los micropuntos se encuentran 
en una superficie de aproximadamente 2 mm de ancho por 3 mm de largo que 
sobresale por el extremo de la línea de localización. El dispositivo es estéril (nivel 
de seguridad de esterilidad 10-6), prácticamente no contiene endotoxinas y no 
es tóxico para el embrión.

Preparación para su uso: Hidrate los micropuntos de hialuronano colocando 
gotas individuales de 10 µL de líquido tubárico humano (HTF) que contenga 
al menos 5 mg/ml de proteína sérica u otro diluyente de espermatozoides adecuado 
al final de cada línea de localización, cubriendo el área en la que está situado 
el  micropunto (figura 1). Como alternativa, la suspensión de espermatozoides 
puede agregarse directamente al micropunto seco. Las gotas de polivinilpirrolidona 
(PVP) u otros líquidos útiles para manipular los espermatozoides también se 
pueden colocar en otra parte de la placa en este momento. Irrigue cuidadosamente 
la placa con aceite para cultivo tisular para prepararla para su uso. La hidratación 
del micropunto antes de aplicar los espermatozoides da tiempo al hialuronano para 
hincharse. Normalmente, el proceso de hinchado y la unión de los espermatozoides 
comienzan en 5 minutos o menos. No obstante, algunos micropuntos pueden 
requerir 30 minutos o más para alcanzar su capacidad de unión máxima. Por lo 
tanto, cada vez que se observa unión marginal de espermatozoides, prehidrate 
durante 30 minutos o más, o deje que los espermatozoides se incuben en el punto 
durante 30 minutos antes de seleccionarlos. 

Uso del dispositivo selector de espermatozoides PICSI® : Agregue los 
espermatozoides al micropunto prehidratado en un volumen igual o superior 
al utilizado para prehidratar el punto (aproximadamente 10 µl). Lleve la punta 
de la micropipeta que contiene los espermatozoides hasta al borde de la gota 
de hidratación en la parte inferior de la placa debajo del aceite y expulse los 
espermatozoides. Al aplicar los espermatozoides en un volumen igual al del líquido 
de hidratación, se garantiza su mezclado y aplicación inmediatos en la proximidad 
del micropunto. Si los espermatozoides se aplican en un volumen menor en el borde 
de la gota, pueden requerirse más de 30 minutos para que naden por el líquido 
hidratante hasta el micropunto. Una vez producida la unión, los espermatozoides 
unidos al hialuronano pueden identificarse fácilmente: no presentan migración 
progresiva a pesar del movimiento vigoroso de la cola.

Factores que determinan la unión de los espermatozoides: Para poblar rápidamente 
el micropunto con espermatozoides unidos, coloque aproximadamente 100.000 
espermatozoides con potencial de unión al hialuronano por ml (aproximadamente 
1.000-2.000 espermatozoides en total, en un volumen de 10-20 µl) sobre 
el micropunto (vea la figura 2). A medida que pasa el tiempo, el número 
de espermatozoides unidos aumentará a medida que nadan y entran en contacto 
con el micropunto de hialuronano.

Selección de la ubicación de los espermatozoides: La pared del micropunto de 
hialuronano es una barrera física a la que se unirán muchos espermatozoides ya 
que normalmente es el primer punto de contacto. A veces es difícil distinguir si los 
espermatozoides están unidos o si están simplemente nadando contra el borde del 
micropunto. Para asegurarse de seleccionar espermatozoides unidos, selecciónelos 
desde el interior del micropunto.

Obtención de una densidad de espermatozoides unidos adecuada: Si la densidad 
de espermatozoides unidos es demasiado alta o demasiado baja para la selección 
adecuada de espermatozoides, diluya o concentre la muestra de espermatozoides 
preparada y coloque la muestra ajustada en el siguiente micropunto. Cada 
dispositivo selector de espermatozoides PICSI® cuenta con tres micropuntos para 
proporcionar suficientes oportunidades.

Recogida de espermatozoides: Para recoger un espermatozoide unido, posicione 
la punta de la micropipeta ICSI junto al espermatozoide y succione suavemente 
el líquido para capturar el espermatozoide. Continúe recogiendo líquido hasta 
capturar 20-50 espermatozoides. Expulse los espermatozoides capturados 
en una gota de PVP para procesarlos para el procedimiento ICSI (inactive la cola 
y reevalúe su motilidad y morfología). Desde la gota de PVP, seleccione y cargue 
espermatozoides procesados individuales para su inyección en los oocitos según su 
protocolo de inyección estándar.

Temperatura: Los espermatozoides se unen mejor al hidrogel de hialuronano 
a temperaturas de menos de 30  °C. A temperaturas de más de 30  °C, los 
espermatozoides nadan con más vigor y dicha fuerza puede superar la fuerza 
de unión. En consecuencia, aproximadamente un tercio de los espermatozoides 
unidos a temperatura ambiente presentarán cierta migración progresiva a 37  °C 
y podrían considerarse no unidos e inmaduros. Las placas del dispositivo selector 
de espermatozoides PICSI® colocadas en una etapa calentada de 37 °C alcanzarán 
una temperatura de aproximadamente 33 °C y se mantendrán a esa temperatura. 
A 33 °C, o incluso a 37 °C, habrá muchos espermatozoides unidos para seleccionar.

Consideraciones técnicas: Forma del micropunto: El micropunto de hialuronano 
del dispositivo selector de espermatozoides PICSI® tiene forma de cráter. El borde 
del micropunto es una pared elevada de hidrogel que rodea una capa interior 
plana inferior. La pared es flexible y puede tener una forma irregular debido 
a  la  hidratación despareja del hidrogel. 

La micropipeta de ICSI puede perforar y romper la pared de hidrogel si se introduce 
directamente en ella. Es conveniente posicionar la punta elevada de la micropipeta 
sobre el interior del micropunto y bajarla a la superficie del micropunto para 
capturar el espermatozoide.

Cavidades del micropunto: Durante la fabricación, la hidratación despareja puede 
hacer que segmentos de la pared del micropunto formen pequeñas “cavidades” que 
se abren hacia el borde interior de la pared. Los espermatozoides que nadan hacia 
una cavidad quedan atrapados y no se unen. Por lo general, los espermatozoides 
atrapados tienen la cabeza alejada del centro del micropunto y mueven las colas 
vigorosamente, a menudo en grupos. Las cabezas de los espermatozoides 
atrapados pueden moverse lateralmente y, a veces, hacia atrás y hacia adelante 
dentro de las paredes de la cavidad. Los espermatozoides atrapados no deben 
seleccionarse ya que no resulta claro si están unidos o no.

Estabilidad del micropunto: Si una parte de la pared se separa del poliestireno, las 
mismas fuerzas que crean cavidades pueden hacer que la pared del micropunto se 
desprenda gradualmente de la placa y se enrolle como un resorte. En estos casos, 
la pared se separará del micropunto de forma parcial o total. No obstante, la capa de 
hialuronano interior del micropunto permanecerá intacta. La capa de hialuronano 
interior se mantiene estable durante horas. Recoge y aloja los espermatozoides 
unidos que se pueden usar para el procedimiento ICSI. Los espermatozoides unidos 
al resto de pared enroscada no se deben usar para su selección y aislamiento. 

Solución de problemas: Si los espermatozoides no se unen al micropunto: 

1. Determine si la muestra de esperma contiene espermatozoides maduros con 
potencial de unión al hialuronano mediante un ensayo de unión a hialuronano 
HBA®. Si la puntuación obtenida en el ensayo HBA es cercana a cero (<5 %), 
no se  espera unión de los espermatozoides (en algunos laboratorios, hasta el 10 % 
de la población de espermatozoides donantes no presenta unión. Esto es un factor 
significativo que contribuye a la infertilidad). 

2. ¿Cuánto tiempo se han incubado los espermatozoides en el micropunto? 
La   unión está directamente relacionada con el tiempo permitido para la unión. 
Los espermatozoides se unen cuando hacen contacto con el micropunto de 
hialuronano, nadando de forma aleatoria. La cantidad de espermatozoides unidos 
al punto aumentará con el tiempo a medida que más espermatozoides encuentren 
el micropunto de hialuronano. Compruebe periódicamente el micropunto durante 
dos horas para ver si se han acumulado suficientes espermatozoides para un 
procedimiento ICSI.

3. La densidad de espermatozoides con potencial de unión al hialuronano es 
fundamental. Para la población rápida del micropunto se requiere una densidad 
de al menos 100.000 espermatozoides con potencial de unión al hialuronano 
por  ml. Si la puntuación del ensayo HBA es baja, debe aumentarse la densidad 
total de espermatozoides para aplicar un número eficaz de espermatozoides con 
potencial de unión al hialuronano. Por ejemplo: si la puntuación obtenida en 
el ensayo HBA es 10 %, se necesitarán en total 1.000.000 espermatozoides por ml 
para aplicar 100.000 espermatozoides con potencial de unión al hialuronano 
por ml.

Advertencia: Las leyes federales de los EE.UU. limitan la venta de este dispositivo 
a través de un médico o bajo receta médica. Puede solicitarse al distribuidor 
un certificado de análisis, si no se incluye en este envío. Este dispositivo 
está cubierto por la patente de los EE.UU. 5.897.988 y las solicitudes 
de patentes extranjeras correspondientes. 
Preguntas o comentarios: Póngase en contacto con el distribuidor en el teléfono 
o la dirección de correo electrónico arriba indicados.
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Figura 1, La placa PICSI® 

Figura 2, Unión de los espermatozoides vs. tiempo y densidad de espermatozoides.

 Unión de los espermatozoides en función de la densidad de espermatozoides 
 Espermatozoides unidos por punto  Tiempo (min)
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Swedish/Svenska
PICSI® Spermieselektionsanordning
Bruksanvisning
Tillverkare: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044, USA

Återförsäljare: CooperSurgical, telefon (USA): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Avsedd användning: I behandlingen av infertila par med 
intracytoplasmatisk spermieinjektion (ICSI) är PICSI® spermieselektionsanordning 
indicerad för selektion av mogna spermier för injektion.

Anordningens princip: Hyaluronan är den huvudsakliga komponenten 
i den cumulus oophorus-matrix som omger oocyten. Den mogna spermiens huvud 
bär en hyaluronanspecifik receptor som gör det möjligt för den mogna spermien att 
binda till hyaluronan (1). Omogna spermier binder däremot inte. 
Mogna spermier uppvisar en hög DNA-kedjeintegritet (2), en normal frekvens 
av kromosomala aneuploidier och ger ett paternalt bidrag till zygoten som är 
jämförbart med det hos spermier som selekteras av zona pellucida vid naturlig 
fertilisering (3). 

Vid det vanliga ICSI-förfarandet selekteras spermierna för injektion visuellt, 
baserat på morfologi och motilitet. Denna metod reflekterar dock inte spermiernas 
genomiska integritet och deras förmåga att bidra med det bästa paternala bidraget 
till zygoten. PICSI® spermieselektionsanordning tillhandahåller ett sätt att selektera 
mogna spermier baserat på deras förmåga att binda till hyaluronanhydrogel. PICSI® 
spermieselektionsanordning imiterar den naturliga bindningen av mogna spermier 
till cumulus oophorous, ett viktigt steg i selektionen vid naturlig fertilisering.

Beskrivning: PICSI® spermieselektionsanordning är en odlingsskål av 
polystyren med tre mikropunkter av hyaluronan som är fästa vid insidans botten. 
Tre placeringslinjer buktar ut på utsidan av skålens botten för att tydligt visa 
mikropunkternas placering. Mikropunkterna finns i ett område på cirka 2  mm 
bredd och 3 mm längd utgående från placeringslinjens ände. Anordningen är steril 
med en mikrobiell renhet på 10-6, väsentligen fri från endotoxiner och icke toxisk 
för embryon.

Förberedelse för användning: Hydrera hyaluronanmikropunkterna genom 
att placera enskilda 10-µl droppar med human äggledarvätska (Human Tubal 
Fluid, HTF) innehållande minst 5  mg/ml serumprotein, eller annan lämplig 
spermiespädningsvätska, i änden av varje placeringslinje och täck det område 
där mikropunkten är placerad (figur  1). Alternativt kan spermiesuspensionen 
tillsättas direkt på den torra mikropunkten. Droppar av polyvinylpyrrolidon (PVP) 
eller andra vätskor som kan användas för att manipulera spermier kan även 
placeras någon annanstans på skålen vid denna tidpunkt. Fyll försiktigt upp 
skålen med vävnadskulturolja för att förbereda den för användning. Hydrering 
av mikropunkten innan spermierna appliceras ger hyaluronanet tid att svälla. 
Svällning och spermiebindning börjar vanligen inom 5 minuter eller mindre. Vissa 
mikropunkter behöver dock 30 minuter eller mer för att nå full bindningskapacitet. 
Så snart marginell spermiebindning observeras ska du därför prehydrera under 
minst 30  minuter eller låta spermierna inkubera på punkten i minst 30  minuter 
innan spermier selekteras. 

Använda PICSI® spermieselektionsanordning: Tillsätt en volym 
spermier till den prehydrerade mikropunkten som är minst lika stor som den 
volym som används för att prehydrera punkten (cirka 10 µL). Låt spetsen på den 
mikropipett som innehåller spermierna vidröra kanten på hydreringsdroppen 
på skålens botten, under oljan, och tryck ut spermierna. Genom att leverera 
spermierna i en volym som är lika stor som hydreringsvätskans säkerställs 
att spermierna omedelbart blandas och levereras i mikropunktens närhet. 
Om spermierna levereras i en mindre volym vid droppens kant kan de behöva mer 
än 30 minuter för att simma genom hydreringsvätskan till mikropunkten. När de 
väl har bundit är hyaluronanbundna spermier lätta att identifiera: de uppvisar inte 
någon progressiv migration, trots kraftfull svansviftning.

Faktorer som styr spermiebindning: För att snabbt populera mikropunkten med 
bundna spermier placerar du cirka 100 000 hyaluronanbindande spermier per ml 
(totalt cirka 1000-2000 spermier i en volym på 10-20 µl) över mikropunkten, se 
figur 2. Med tiden kommer antalet bindande spermier att öka, då fler simmande 
spermier kommer i kontakt med hyaluronanmikropunkten.

Spermieselektionsanordning: Hyaluronanmikropunktens vägg är en fysisk barriär 
till vilken många spermier kan binda, eftersom denna vanligen utgör den första 
kontaktpunkten. Det är ibland svårt att urskilja om spermierna binder eller om de 
bara simmar mot mikropunktens kant. Du kan vara säker på att selektera bundna 
spermier genom att selektera dem från den inre delen av mikropunkten.

Erhålla en god densitet av bundna spermier: Om densiteten av bundna spermier 
är alltför hög eller låg för bra spermieselektion späder eller koncentrerar du 
det förberedda spermieprovet och använder det justerade spermieprovet 
för att beså nästa mikropunkt. Det finns tre mikropunkter på varje PICSI® 
spermieselektionsanordning för att ge en tillräckligt god chans.

Spermieinsamling: För att samla in en bunden spermie placerar du 
ICSI‑mikropipettens spets intill spermien och suger försiktigt in vätska i pipetten 
och drar in spermien. Fortsätt insamlingen tills 20-50 spermier fångats in. Tryck ut 
de infångade spermierna i en PVP-droppe för att processa dem för ICSI (inaktivering 
av svansen, omutvärdering av motilitet och morfologi.) Ur PVP‑droppen väljs 
och fylls enskilda, processade spermier för injektion i oocyterna i enlighet med 
institutionens standardinjektionsprotokoll.

Temperatur: Spermier binder bäst till hyaluronanhydrogel vid temperaturer under 
30 °C. Vid temperaturer över 30 °C ökar spermiernas simstyrka och simkraften kan 
övervinna bindningskraften. Resultatet är att cirka en tredjedel av de spermier 
som binder vid rumstemperatur visar viss progressiv migration vid 37 °C och kan 
bedömas som icke bundna/omogna. Skålar till PICSI® spermieselektionsanordning 
som placeras på ett 37 °C uppvärmt objektbord kommer att nå cirka 33 °C och sedan 
fortsätta att hålla den temperaturen. Vid 33 °C, och även vid 37 °C, kommer många 
bundna spermier att vara fortsatt tillgängliga för selektion.

Tekniska överväganden: Mikropunktens form: PICSI® spermieselektionsanordnings 
hyaluronanmikropunkt är kraterformad. Mikropunktens kant är en upphöjd vägg 
av hydrogel som omger ett lågt, plant inre lager. Väggen är böjlig och kan vara 
oregelbunden i formen på grund av ojämn hydrering av hydrogelen. 

Hydrogelväggen kan penetreras och rivas sönder av en ICSI-mikropipett som förs 
rakt in i den. Det är bäst placera den lyfta mikropipettens spets över mikropunktens 
insida och sänka den till mikropunktens yta för att samla in spermier.

Fördjupningar i mikropunkten: Under tillverkningen kan ojämn hydrering orsaka 
att delar av mikropunktens vägg bildar små “fördjupningar” som öppnar sig mot 
väggens inre kant. Spermier som simmar in i en fördjupning fångas in och binds 
inte. Infångade spermier är vanligen vända bort från mikropunktens centrum, 
har kraftfullt slående svansar, och förekommer ofta i klungor. De infångade 
spermiernas huvuden kan röra sig i lateral riktning och ibland bakåt och framåt 
inom fördjupningens väggar. Infångade spermier ska inte selekteras eftersom 
deras bindningsstatus är oklar.

Mikropunktens stabilitet: Om en del av väggen separeras från polystyrenen kan 
samma krafter som skapar fördjupningar orsaka att mikropunktens vägg successivt 
lossnar från skålen och snurras ihop som en spiral. När detta inträffar kommer 
en del av eller hela väggen att separera från mikropunkten. Mikropunktens inre 
hyaluronanlager förblir dock intakt. Det inre hyaluronanlagret är stabilt i timmar. 
Det samlar in och härbärgerar spermier som kan användas för ICSI. Spermier som 
är bundna till resterna av den upprullade väggen ska inte användas för selektion 
och isolering av spermier. 

Felsökning: Om spermier inte binder till mikropunkten: 

1. Fastställ att spermieprovet innehåller mogna, hyaluronanbindande spermier 
genom att analysera med HBA® hyaluronanbindningsanalys. Om HBA -värdet ligger 
nära noll (< 5 %) förväntas ingen spermiebindning (i vissa laboratorier visar så stor 
del som 10 % av donatorspermiepopulationen ingen spermiebindning. Detta är en 
signifikant faktor som bidrar till infertilitet). 

2. Hur länge har spermierna inkuberats på mikropunkten? Bindningen är 
direkt relaterad till den tid som medges för bindning. Spermierna binder när de 
kommer i kontakt med hyaluronanmikropunkten då de simmar på måfå. Antalet 
spermier som binder till punkten växer med tiden, då fler spermier träffar på 
hyaluronanmikropunkten. Kontrollera mikropunkten regelbundet under två 
timmar för att se om en tillräcklig mängd bundna spermier har ackumulerats för 
ett ICSI-förfarande.

3. Densiteten av hyaluronanbindande spermier är kritisk. Snabb populering av 
mikropunkten kräver en densitet på minst 100 000 hyaluronanbindande spermier 
per ml. Om HBA-värdet är lågt måste den totala spermiedensiteten ökas för att 
kunna leverera ett effektivt antal hyaluronanbindande spermier. Exempel: Om 
HBA-värdet är 10 % kommer totalt 1 000 000 spermier per ml att krävas för att 
kunna leverera 100 000 hyaluronanbindande spermier per ml.

Varning: Amerikansk lag begränsar försäljningen av denna produkt. Får endast 
säljas av läkare eller på läkares ordination. Ett analyscertifikat, i de fall ett sådant 
inte medföljde vid leverans, finns tillgängligt hos återförsäljaren på förfrågan. 
Denna anordning omfattas av det amerikanska patentet 5 897 988 och 
motsvarande patentansökningar i andra länder. 
Frågor och kommentarer: Kontakta återförsäljaren på det telefonnummer 
eller den e-postadress som anges nedan.

Referenser:
1. Huszar, G., et al. 2003. Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular 
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A., W. Mark, J. Stronk and G. Huszar. 2010. Spermatozoa bound to solid 
state hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: 
an acridine orange fluorescence study. J. Androl. 31(6):566-72.

3. Jakab, A. et al. 2005. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection 
method  for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil. 
Steril. 84(6):1665-73. 

Figur 1, PICSI®-skålen 

Figur 2, Spermiebindning kontra tid och spermiedensitet.

 Spermiebindning som en funktion av spermiedensitet  Bundna spermier 
per punkt  Tid (min)
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Turkish/Türkçe
PICSI® Sperm Seçme Cihazı
Kullanma Talimatları
Üretici: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 ABD

Distribütör: CooperSurgical, Telefon (ABD): +203-601-5200,  
www.hba-picsi.com

Kullanım Amacı: İnfertil çiftlerin İntrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) 
ile tedavisinde, PICSI® Sperm Seçme Cihazı, enjeksiyon için olgun sperm seçiminde 
endikedir.

Cihazın Çalışma İlkesi: Hyaluronan, oositin çevresini saran kümülüs 
ooforus matrisinin ana bileşenidir. Olgun spermin başı, olgun spermin hyaluronana 
bağlanmasını sağlayan, hyaluronana özgü bir alıcı taşır (1). Tersine, olgun 
olmayan sperm bağlanmaz. Olgun sperm yüksek DNA zinciri 
bütünlüğüne (2), normal kromozomal anöploid frekansına sahiptir ve doğal 
döllenme (3) sırasında zona pellüsida tarafından seçilen spermle benzer şekilde 
zigota paternal katkı yapar. 

Normal ICSI uygulamasında enjekte edilecek sperm, morfolojilerine ve motilitelerine 
göre gözle seçilir. Ancak bu yaklaşım spermin genomik bütünlüğünü ve zigota en iyi 
paternal katkı sağlama kapasitesini yansıtmaz. PICSI® Sperm Seçme Cihazı, olgun 
spermleri hyaluronan hidrojeline bağlanma kapasitelerine göre seçme imkanı verir. 
PICSI® Sperm Seçme Cihazı, doğal döllenmede önemli bir seçici adım olan olgun 
spermin kümülüs ooforusa doğal bağlanmasını taklit eder.

Açıklama: PICSI® Sperm Seçme Cihazı, iç tabanına birleşmiş üç hyaluronan 
mikrodotu olan bir polistiren kültür kutusudur. Kutunun tabanının dışında 
bulunan kabartmalı üç yerleştirme çizgisi, mikrodotların yerleştirilmesini 
kolaylaştırır. Mikrodot, yerleştirme çizgisinin ucundan yaklaşık 2 mm genişliğinde 
ve 3  mm uzunluğunda çıkıntı yapan bir alanda bulunur. Cihaz sterildir, Sterilite 
Garanti Seviyesi 10-6 olup temel olarak endotoksin içermez ve embriyolara karşı 
toksik değildir.

Kullanıma hazırlama: Mikrodotun bulunduğu alanı örten her bir yerleştirme 
çizgisinin ucuna en az 5 mg/mL serum proteini veya başka bir uygun sperm seyreltici 
içeren 10 µL’lik tek bir damla Human Tubal Fluid (HTF) yerleştirerek hyaluronan 
mikrodotlarını hidratlayın (Şekil 1). Alternatif olarak sperm süspansiyonu doğrudan 
kuru mikrodota da eklenebilir. Bu noktada Polivinilpirolidon (PVP) veya spermi 
manipüle etmede yararlı başka sıvılar da kutuda başka bir yere yerleştirilebilir. 
Kullanıma hazırlamak için kutuyu dikkatle doku kültür yağı ile doldurun. Spermi 
uygulamadan önce mikrodotun hidratlanması, hyaluronana şişme imkanı verir. 
Şişme ve sperm bağlanması normalde 5 dakika veya daha kısa sürede başlar. Ancak 
bazı mikrodotların tam bağlama kapasitesine ulaşması 30 dakika veya daha uzun 
süre gerektirebilir. Bu yüzden marjinal bir sperm bağlanması gözlemlendiğinde 
spermi seçmeden önce 30 dakika veya daha uzun süre önceden hidratlayın ya da 
spermin 30 dakika dotta inkübe olmasını bekleyin. 

PICSI® Sperm Seçme Cihazının Kullanımı: Spermi, dotu önceden 
hidratlamada kullanılan hacme eşit veya daha yüksek bir hacimde önceden 
hidratlanmış mikrodota ekleyin (yaklaşık 10 µL). Spermi içeren mikropipetin 
ucunu, kutunun tabanında yağın altında bulunan hidratlama damlasının 
kenarına dokundurun ve spermi dışarı verin. Hidratlama sıvısına eşit bir hacimde 
sperm verilmesi ile spermin hemen karıştırılması ve mikrodot yakınına verilmesi 
garanti edilmiş olur. Sperm damlanın kenarında daha küçük bir hacimde verilirse 
hidratlama sıvısından mikrodota yüzmeleri için 30 dakikadan daha uzun süre 
gerekebilir. Bağlandığında hyaluronana bağlanan spermler kolayca tanımlanabilir: 
etkin kuyruk hareketine rağmen ilerleyen bir migrasyon sergilemezler.

Sperm bağlanmasını etkileyen faktörler: Mikrodotu hızlı bir şekilde bağlanan 
spermle doldurmak için mikrodot üzerine mL başına yaklaşık 100.000 hyaluronana 
bağlanmış sperm yerleştirin (10-20 µL hacimde yaklaşık 1.000-2.000 toplam 
sperm), bkz. şekil 2. Zaman geçtikçe daha fazla sayıda yüzen sperm hyaluronan 
mikrodotu ile temas ettikçe bağlanan sperm sayısı da artacaktır.

Sperm Konumu Seçimi: Genellikle ilk temas noktası olduğundan hyaluronan 
mikrodotunun duvarı, çok sayıda spermin bağlanacağı fiziksel bir bariyerdir. 
Spermlerin bağlandıklarını veya sadece mikrodotun kenarına karşı yüzdüklerini 
ayırt etmek bazen zor olabilir. Mikrodotun iç kısmından seçerek bağlanmış sperm 
seçtiğinizden emin olabilirsiniz.

İyi bir yoğunlukta bağlanmış sperm alınması: Bağlanmış spermin yoğunluğu 
iyi sperm seçimi için çok yüksek veya çok düşükse hazırlanan sperm numunesini 
seyreltin veya yoğuşturun ve sonraki mikrodotu döllemek için ayarlanmış sperm 
numunesini kullanın. Yeterli imkan sağlamak için her bir PICSI® Sperm Seçme 
Cihazında üç mikrodot temin edilmiştir.

Sperm toplanması: Bağlanmış bir spermi toplamak için ICSI mikropipetin ucunu 
spermin yanına yerleştirin ve spermi de alarak sıvıyı yavaşça pipete çekin. 
20‑50 sperm yakalanıncaya kadar toplamaya devam edin. ICSI için işlemek üzere 
(kuyruğun inaktive edilmesi, motilite ve morfolojinin yeniden değerlendirilmesi) 
yakalanan spermi bir PVP damlasına verin. Standart enjeksiyon protokolünüze göre 
oosite enjeksiyon için PVP damlasından tek, işlenmiş bir spermi seçip doldurun.

Sıcaklık: Sperm, hyaluronan hidrojeline yaklaşık 30°C altı sıcaklıklarda en iyi 
şekilde bağlanır. 30°C üstü sıcaklıklarda sperm yüzme gücü artar ve yüzme kuvveti, 
bağlanma kuvvetini yenebilir. Sonuçta oda sıcaklığında bağlanan spermin yaklaşık 
üçte biri 37°C’de ilerleyen bir migrasyon gösterir ve bağlanmayan, olgun olmayan 
olarak kabul edilebilir. 37°C ısıtılmış kademeye yerleştirilen PICSI® Sperm Seçme 
Cihazı kutuları yaklaşık 33°C’ye gelecek ve bu sıcaklıkta kalacaktır. 33°C’de, hatta 
37°C’de bile bağlanan pek çok sperm seçilebilir durumdadır.

Teknik noktalar: Mikrodot şekli: PICSI® Sperm Seçme Cihazı hyaluronan 
mikrodotu krater şekline sahiptir. Mikrodotun kenarı, alçak, düz bir iç tabakayı 
çevreleyen yükseltilmiş bir hidrojel duvarıdır. Duvar esnektir ve hidrojelin eşit 
olmayan şekilde hidrasyonu yüzünden şekli düzensiz olabilir. 

Hidrojel duvarı doğrudan içine sokulan bir ICSI mikropipeti ile delinebilir 
ve yırtılabilir. Spermin alınması için en iyi yöntem yükseltilmiş mikropipet ucunu 
mikrodotun iç kısmının üzerine yerleştirmek ve mikrodot yüzeyine indirmektir.

Mikrodot oyukları: Üretim sırasında dengesiz hidrasyon, mikrodot duvarı 
segmentlerinin, duvarın iç kenarına doğru açılan küçük “oyuklar” oluşturmasına 
neden olabilir. Oyuğa yüzen sperm sıkışır ve bağlanmaz. Sıkışan spermler genellikle 
mikrodotun merkezinden başka tarafa doğru bakar ve genellikle kümeler halinde 
güçlü bir şekilde sallanan kuyruklara sahiptir. Sıkışan spermlerin başları oyuğun 
duvarları içerisinde yanal olarak ve bazen ileri ve geri hareket edebilir. Bağlanma 
durumları net olmadığından sıkışan sperm seçilmemelidir.

Mikrodot stabilitesi: Duvarın bir kısmı polistirenden ayrılırsa oyukları oluşturan 
kuvvet mikrodot duvarının kademeli olarak kutudan ayrılıp bir yay gibi sarılmasına 
neden olabilir. Bu durumda duvarın bir kısmı veya tamamı mikrodottan ayrılacaktır. 
Ancak mikrodot iç hyaluronan tabakası sağlam kalacaktır. İç hyaluronan tabakası 
saatlerce stabil kalır, ICSI için kullanılacak bağlanmış spermleri toplar ve tutar. 
Kıvrılmış duvar kalıntısına bağlanan sperm, sperm seçimi ve izolasyonu için 
kullanılmamalıdır. 

Sorun giderme: Sperm mikrodota bağlanmazsa: 

1. Bir HBA® Hyaluronan Binding Assay (Hyaluronan Bağlanma Tetkiki) ile test 
ederek sperm numunesinin hyaluronana bağlanan olgun sperm içerdiğini 
belirleyin. HBA skoru sıfıra yakınsa (<%5) hiçbir sperm bağlanması beklenmez 
(Bazı laboratuvarlarda donör sperm popülasyonunun %10’a kadar bir kısmı 
sperm bağlanması göstermeyebilir. Bu, infertiliteye katkıda bulunan önemli bir 
faktördür). 

2. Sperm, mikrodotta ne kadar süre inkübe edildi? Bağlanma, doğrudan 
bağlanmaya tanınan süre ile ilgilidir. Sperm, rastgele yüzerken hyaluronan 
mikrodotu ile temas ettiğinde bağlanır. Dota bağlanan sperm sayısı, zamanla daha 
fazla sperm hyaluronan mikrodotu ile karşılaştıkça artar. ICSI prosedürü için yeterli 
oranda bağlanmış spermin birikip birikmediğini görmek için mikrodotu iki saatlik 
bir süre dahilinde düzenli olarak kontrol edin.

3. Hyaluronana bağlanan sperm yoğunluğu önemlidir. Mikrodotun hızlı 
popülasyonu, mL başına en az 100.000’lik bir hyaluronana bağlanan sperm 
yoğunluğu gerektirir. HBA skoru düşükse etkin sayıda hyaluronana bağlanan 
sperm verebilmek için toplam sperm yoğunluğu arttırılmalıdır. Örneğin: HBA 
skoru %10’dan düşükse mL başına toplam 1.000.000 spermin, mL başına 100.000 
hyaluronana bağlanan sperm vermesi gerekir.

Uyarı: ABD Federal kanunları, bu cihazın satışını, yalnızca bir doktor tarafından 
veya doktorun siparişi üzerine yapılacak şekilde kısıtlar. Sevkiyatla birlikte zaten 
verilmemişse Analiz Sertifikası, distribütörden talep edilebilir. Bu cihaz ABD 
patenti 5.897.988 ve ilgili yabancı patent başvuruları kapsamındadır. 
Sorular veya Yorumlar: Lütfen yukarıda verilen telefon veya e-posta adresinden 
Distribütör ile temasa geçin.
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Şekil 1, PICSI® kutusu 

Şekil 2, Zamana ve sperm yoğunluğuna göre sperm bağlanması.

 Sperm yoğunluğunun bir fonksiyonu olarak sperm bağlanması  Dot başına 
sperm bağlanması  Zaman (dk.)
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