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PICSI’ Sperm Selection Device

Instructions for Use

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

Distributor: Telephone  (US):  +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

CooperSurgical,

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, essentially free of endotoxin and non-toxic to embryos.

Preparation for use: Hydrate the hyaluronan microdots by placing single 10-uL
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 pL). 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 L 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
aPVP 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°Cand may
be deemed not bound, immature. PICSI” Sperm Selection Device dishes placed on
a 37°Cheated stage will come to about 33°Cand then remain at that temperature.
At 33°Cor 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.
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PICSI’ U3pgenue 3a cenekumns Ha cnepma

WHcTpyKumn 3a ynotpe6ba

MpousBoguTen: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA (MeHcunsanua)
19044 CAL
AnctpubyTop:
www.hba-picsi.com

CooperSurgical, Tenegon (CALL):  +203-601-5200,

MpeaHasHaueHMe: npu NeyeHne Ha 6GesfeTHu ABOVKM MOCPenCTBOM
WUHTpaLuUTONNa3MeHo cnepmanto ukxektupawe (ICSI), ngenveto 3a cenekuna Ha
cnepma PICSI® e noka3aHo 3a cenekuiA Ha 3pAna cnepma 3a NHKeKTUpaHe.

MpUHUMN Ha N3AEeNNeTO: XVaNyPOHaH e 0CHOBEH KOMNOHEHT Ha (10
rpaHyno3Hu Knetku cumulus oophorus, Koiito 3a06ukana siilekneTkara. [nagata
Ha 3penuA CnepmaTo3ons e HOCUTEN Ha XUanypoHaH-CNeLMuueH Ha 3penus
cnepmato3oua fa ce (Bbpxe C Xuanypoa (1). O6patHo, He3penuAT
cnepmaTtosonp, He ce CBbp3Ba. 3peiMAT Cnepmaro3ons ce
XapaKTepu3upa ¢ BUCOKa cTeneH Ha uanoct Ha [IHK Bepurata (2), HopmanHa
YeCToTa Ha XPOMO3OMHY aHeynnouauA U OCMrypABa OALUMHCKN MPUHOC KbM
3urotata, nofiobeH Ha T031 Ha CepmaTo30uAa, cenekTupan ot zona pellucida no
BpeMe Ha ecTeCTBEHOTO onNoXaaHe (3).

Mpu 0buyaitnata npakTvka Ha ICSl cnepmato3omauTe ce NoA6GUPAT 3a MHXeKTUPaHe
BI3yaNlHO Bb3 OCHOBA HA TAXHaTa MOPHONOrA 1 NOABIKHOCT. To3n MOAXoA He
0Tpa3fBa LANOCTTA Ha reHOMa Ha CMepmaTo3onaa 1 Heroata cnocobHOCT Aa
0CUTypY Haii-kauecTBeHWA balvH NpuHoc 3a 3uroTata. W3genveto 3a cenekuma
Ha cnepma PICSI” ocurypsBa HaumH 3a cenekuma Ha 3pefin CnepmaTo3onam Bb3
0CHOBA Ha TAXHaTa CMOCOBHOCT 3a CBbP3BaHe € XvanypoHaH xugporen. 3neneto
3a cenekuma Ha cnepma PICSI” umuTMpa ecTecTBeHOTO (Bbp3BaHe Ha 3penus
Cnepmarto30ug KbM cumulus 0ophorous, K0eTo e BaxHa CTbIKa 3a cenekLua npu
€CTeCTBEHOTO ONNOX/AHE.

onucaHme: u3genveto 3a cenekuvs Ha cnepma PICSI” npepctasnsBa
KoHTeiiHep Tun ,[leTpu” OT NOAMCTMPEH C TP MUKPOTOUKM XUanypoHaH,
NpUKpeneHn KbM IbHOTO OT BbTPelHaTa CTpaHa. Tpu penedHu AuHWM
0T BbHLUHATA (TPaHa Ha bHOTO Ha KOHTeIHepa yecHABAT NI0KaN3MPAHETo Ha
MUKpoTouKUTe. MUKPOTOUKATa Ce OTKPMBA B 30HA C LUMPOYMHA NPUBAN3UTENHO
2 MM 1 IbIKIHA 3 MM, KOSITO € POEKTYPA OT Kpast Ha IMHIATA 3a JIOKaNu3vpaHe.
/3penueto e cTepunHo, HUBO Ha ocurypeHa crepunHoct 10, rmasHo Ge3
€H[I0TOKCUH 11 He € TOKCMYHO 33 eMBpuoHuTe.

MoproToBka 3a pabora: xuapatvpaiite MUKPOTOUKUTE C XMaNypOHaAH, Kato
noctasuTe no efHa kanuuua ot 10-pL ot HTF (Human Tubal Fluid), coabpxaiua
noHe 5 mg/mL cepymeH NpoTeuH wiu Apyr NOAXoAALL pa3peuTen Ha cnepma
B Kpan Ha BCAKA NMHUA 33 NOKaNU3upaHe, Kato MOKPUBAT 30Hata, B KOATO
@ pasnonoxeHn Mukpotoukmute (durypa 1). Kato anepHatvBa cycneHcuTa
0T CepmaTo301aM Moxe Ja 6bae ApeKTHO Jo6aBeHa KbM CyxaTa MIAKPOTOUKa.
Mo CbLLOTO BpeMe MoraT Aia e NOCTABAT Ha APYro MACTO BbPXY KOHTElHepa Kanku
nonuBUHUANMPONACH (PVP) unu Apyr BUZ TEUHOCTH, NONE3HN 33 MaHUNYMpaHe
Ha Cnepmarto3ouauTe. BHUMATENHO 3asieiiTe KOHTeiHEpa C MACT0 3a TbKaHHM
KynTypw, 3a Aa ro noarotuTe 3a ynotpe6a. XuapaTvpaHeTo Ha MUKpOTOUKaTa
NPeay BHACAHETO Ha CNepmaTa OCUrypABa BPEMe Ha XuanypoHaHa Ja HabbOHe.
Habb6BaHeTo 1 (BbP3BaHETO Ha CMepMato3oMau 3amousa HOPManHo cnef
5 MUHYTI UK N0-PaHo. Bbnpekw ToBa, NP HAKOW MUKPOTOUKY Ca HEobXoAuMM
30 unu noBeye MIUHYTI, 3a [ JOCTUTHAT MbHKA (BbP3BaLY KanauuTeT. Mopaan
TOBA, BUHArM KOraro e HabiioaBa orpaHiyeHo (Bbp3BaHe Ha CNepmaTo3onanTe,
Xuapatvpaiite npeaBapuTeNHO B NPOAbMKeHWe Ha 30 wiu moeue MUHYTH
UM 0CTaBeTe (nepmarosoupute Aa GbAaT MHKYOMpaHu BbPXY TouKata
B MpoAbMmKeHve Ha 30 WM NoBeue MUHYTW MPeAu Aa 3anouHete ceneKuus
Ha cnepmaro3omnau.

Wznon3Beaue HaPICSI' U3 genve 3a cenekums Ha cnepma: 1obasere
(nepmata KbM NpeABapUTeNHO XuApaTipaHata MUKPOTOUKA B KOMMYECTBO
PaBHO UK NO-FONAMO OT TOB, U3MO3BAHO 3a NPeABAPUTENHOTO XUAPaTUPaHe
Ha Toukata (npubnusutento 10 pl). [lonpete Bbpxa Ha MMKponunerata,
CbAbPXKALA (nepMa, KbM Kpas Ha XWApaTvpaliata Kamka Ha AbHOTO Ha
KOHTeiiHepa Moj Macnoto v u3nycHete cnepmarta. Kato ce noctasa cnepma
B 00eM, paBeH Ha XMApaTMpaLLaTa TEYHOCT, Ce OCUTypABA He3abaBHO (MecBaHe
11 NOCTaBAHe Ha Cnepmarta B 6MU30CT 0 MUKPOTOUKaTa. AKO Cnepmatoonaute
Ce NOCTABAT B M0-MaTbK 06emM KbM Kpas Ha Kankata, To Le UM e HeobXoaum
WHTEpBan no-ronAm ot 30 MUHyTY, 3a ia AONAYBAT Npe3 XuapaTupalLaTa TeyHoCT
10 MUKPOTOYKaTa. BefiHbX CBbP3aHH, XvanypoHaH-CBbp3aHuTe Cnepmato3ounam
NeCHO MOXe Aa Ce MAEHTUGUUVMPAT: Te NOKa3BaT OTCHCTBUE Ha NPUABIKBAHE
BbMPeK eHeprinyHuTe ABIKEHNA Ha KaMLLINYETO.

(aKTopy, ynpaBnABaLLY (BbP3BAHETO HA CMePMaTO30MANTE: 3a fia Ce 3aMbIHu
6bP30 MUKPOTOUKaTa CbC CBbP3aHI CNepMaTo30WAH, NoCTaBeTe NPUGAN3UTENHO
100 000 xuanypoHaH-CBbp3aHu CnepmaTo30uan Ha eamH mL (npubnusutento
0610 1000 - 2 000 cnepmato3ouaa B 06em 10 - 20 yL) BbpXY MUKpOTOUKaTa, BX.
durypa 2. C Hanpe/iBaHe Ha BpemeTo OPOAT Ha (BbP3aHUTE CMePMaTO30MAN Luie ce
YBeNMYaBa, Thii KaTo BCe NOBeYe MyBaLLY CNEPMATO30UAN L BA3AT B KOHTAKT
CXManypoHaHa oT MUKpOTOUKaTa.

MacTo 3a cenekuma Ha c(nepmarta: (TeHaTa Ha XuanypoHaHOBaTa MUKpPOTOUYKa
e ¢M3VI‘IE(K& 6apuepa, KbM KOATO MHOr0 Cnepmato3onan Lie ce (Bbpxar, THil
KaTo TOBA € MbpBaTa TOYKA Ha KOHTAKT. MoHAKora e TPYAHO Aa Ce pa3rpaHuyn aann
cnepmaro3onauTe ca CBbp3aHi K NPoCTo NiyBat CpeLly pb6a Ha MUKpOTOYKaTa.
Moxe pa cre CUTYPHY, Ye CTe CenekTupann (Bbp3aHn Cnepmato3onau, Kato rvm
nouﬁmpaTe 0T BbTpeLlHaTa CTpaHa Ha MUKPOTOYKaTa.

MonyyaBaHe Ha 106pa NITBTHOCT Ha (BbP3aHN CMEPMATO30MAN: aKO MTBTHOCTTA
Ha (Bbp3aHUTE CMEpMaTo3oMan e MpeKkaneHo BUCOKA WM HUCKA 3a Ao6pa
CeneKuMA Ha CepmaTo3ouay, papefere WM KOHLEHTpUpaiite MoaroTBeHata
npo6a oT cnepma M U3Non3Baiite Kopurupaxara npoba cnepma 3a nocABaHe
B (lefjBalLiaTa MUKpOTOuKa. Ha BCAKO u3penue 3a cenekums Ha cnepma PICSI® ca
M0CTaBeHY TPU MUKPOTOUKH, 33 A € OCUTYPAT AOCTATBYHO Bb3MOXKHOCTH.

/3BnuuaHe Ha cnepmaro3oud: 3a Aa W3BMeueTe (BbP3aH CMepmaro3omt,
noctaBeTe Bbpxa Ha Mukponunetata ICSI o cnepmato3omga u BHUMATENHO
3aCMyyeTe TeYHOCTTa B MUNETaTa, Kato u3Ternare U cnepmato3onsa. llpogbmkere
[l U3BNnYaTe, lokato 3axBaHere 20-50 cnepmato3onaa. M3nycHete 3axBaHatute
cnepmato3ouan B kanka PVP, 3a ga ru obpabotute 3a ICSI (MHakTvBUpaHe
Ha Kamiuuueto, nMpeolieHka Ha MOTWAHOCTTA v Mopdonorua). OT Kanuuuata
PVP u3bepete u ussneuete eguH obpaboteH cnepmato3ons 3a MHXeKTUpaHe
B 00LUTHTE CMOpe/ CTaHAAPTHUA BU NPOTOKON 3 NHXEKTUPaHe.

Temnepatypa: CnepmaTo3onAbT Ce (BbP3Ba C XWanypoHaH Xuaporena npu
Temnepartypu, no-Hucki ot 30°C. Mpu Temnepatypu Hag 30°C cunata Ha ABIXeHMe
Ha cnepmarto3ouaa ce yBenuyaBa il MoXe Aa Npeofioniee CUNaTa Ha (Bbp3BaHe.
Pe3yntats e, Ue 0KONO efHa TPeTa OT CriepMaTo30uANTe, CBbP3aHit NpH CTaitHa
Temneparypa, Lue AEMOHCTPUPAT B U3BECTHA CTeneH NPOAbMAKaBaALLA MUrpaLma
npu 37°Cu morat Aa GbAAT onpeseneHin Kato HecBbp3aHu, Hespenu. KonteiiHepbT
Ha u3penueto 3a cenekuma Ha cnepma PICSI, moctaBeH Ha moarpsBalua
nnatdopma npu 37°C e gocTurHe 4o okono 33°C v crief TOBA LLie OCTaHe Ha Tasu
Temnepatypa. Mpu 33°C unu gopu 37°C MHoro CBbp3aHN CnepmaTo3onan Lue
0CTaHaT rOAHY 3 cenekLma.

Texunyeckn cbobpaeHua: Gopma Ha MUKDOTOYKATa: XManypoHaHOBaTa
MUKPOTOUKA Ha M3AenueTo 3a cenekuns Ha cnepma PICSI” e odopmeHa kato
kpatep. PbOBT Ha MIUKPOTOUKaTa € NOBAUTHaTa CTeHa OT Xuzaporen, 3aobukanaia
HUCHK MNOCHK BbTPeLUeH CNoii. (TeHaTa e enacTiyHa 1 Mo3Xe Aa e C HenpaBuiHa
$opma, nopazv HepaBHOMEPHOTO XApaTUpaHe Ha Xuaporena.

(teHaTa oT Xugporen Moxe Aa 6bae npobuta M paskbeaHa ¢ MUKponuneta
3a ICSI, HacoueHa npAKo B Hes. Mo-gobpe e fa nocTaBuTe NOBAUTHATUAT BPbX
Ha MUKpONMNeTaTa HaZ BbTPeLLHATa YacT Ha MIKPOTOUKATa U A o HaBeAeTe KbM
MOBBPXHOCTTA Ha MUKPOTOUKATa, 3a J1a U3BNEYETE CMepMaTo3onau.

BanbbHatvHu B MUKpPOTOYKaTa: MNpu MpoU3BOACTBOTO HepaBHOMEpHaTa
XUApatayua moxe Aa npeanssiuka 06pa3yBaHeTo B CErMEHTI Ha MUKPOTOUKaTa
Ha Mankn ,,I'I(-'.‘IJ.l(-'.‘pI/I", KOUTO Ca OTBOPEHW KbM BBTPeLLHNA p1:6 Ha (TeHaTa.
cnepMaTO?»OIALlMTE, KOWUTO nonajHat B ,,nemepara” (a YN0BEHN, a He (Bbp3aHu.
061KHOBEHO BCUUKM YNOBEHU (NepmaTo301an (a HacoueHu OﬁpaTHO Ha LIeHTbpa
Ha MUKPOTOYKATa 1 NOKa3BaT eHEePryHO ABUMKELLN (e KaMLUnYeTa, KaTo Yyecto
(a Ha rpynnyku. [naBute Ha YNOBEHUTE CMEPMATo30Man Morat Aa ce Buxar
HaCTpaHn 1 NOHAKOra Hanpej W Ha3aj B PamMKuTe Ha (TEHUTE Ha ,,nemepaTa“.
Ynoeute cnepmarosonan He TpﬂﬁBa Ja (e cenektupart, Tbil Kato TAXHOTO
(bC(TOAHKE Ha (BbP3BaHe e HeACHO.

(TabunHoCT Ha MMKPOTOYKATA: aKo YacT OT CTeHaTa ce OTAENM 0T NONUCTUPEH],
TO CbLUUTE CWIHN, KOUTO Cb3[aBAT ,MellepuTe”, MOraT Ja OTAENAT CTeHata Ha
MMUKPOTOYKaTa OT OCHOBATa 11 Aa ce 3aBie nopjobHO Ha mpyxiuHa. Korato Toa
e CMlyun, YacT WK LANaTa CTeHa Lue ce OTAENM 0T MMKPOTOYKaTa. Bbnpekn
TOBA, BBTPELLHUAT XUaNypoHaHOB CNOI HA MUKPOTOYKATa Lue 3anasv Lenoctta
. BBTPELIHUAT X1anypoHaHOB (10 € cTabuneH B NPOLbKEHIE Ha YACOBE, KaTo
Cbbupa 1 3aAbPKa CBbP3aHUTe CNepMaTo30aK, KOUTO MOraT Aa Ce U3Mon3BaT 3a
ICSI. 3a cenekTupaHe v M3BMMYAHe He TpAGBA Aa Ce U3NON3BAT CNEPMATO30UAN OT
HarbHaTUA 0CTaTbK OT CTEHa.

OTCTpaHABaHe Ha Heu3NpaBHOCTU: ako CMepmato3ouauTe He ce C(Bbp3BaT
KbM MUKPOTOUKaTA:

1. Onpenenete Janu npo6ara 0T CNepma ChABPKA 3peNU XiaNypoHaH-(BbP3aHK
CNepmarto30May, KaTo rv u3cnegsate nocpeacTBom HBA™ xvanypoHaH-cebp3BalLo
u3cnenBaHe. Ako pesyntatst ot HBA e 6nu3bk [0 Hyna (<5%), He ce ouaksa
(Bbp3BaHe Ha cnepmato3onav (B Hakon nabopatopun Ao 10% ot rpynata AoHopu
Ha Cnepma NoKa3ea OTCbCTBME Ha (BbP3BaHe Ha cepmarto3ouzain. Toa e 3Hauum
daKTop, KoifTo JonpuHacs 3a 6ennoaue).

2. KakBa e MpOALMKWTENHOCTTA Ha WHKyOMpaHe Ha cnepmato3omauTe
B MUKpoTOuKata? (Bbp3BaHETO € MPAKO 3aBUCMO OT BPEMETO, OCTaBEHO
33 (Bbp3BaHe. (mepmato3ompuTe (e  (BbP3BAT, KOFaTo  OCbHUIECTBAT
KOHTAKT C XVIanypoHaHOBaTa MUKPOTOUKa, Kato naysar cBoGOAHO. BpoaT Ha
CnepmaTo3ouanTe, (BbP3aHN KbM TOYKaTa, Lie HapactBa C BPeMeTo, Tbil
KaTo noBeue CMepMaTo3oMaM Ce CPeLaT C XUanypoHaHoBaTa MUKPOTOUKa.
MpoBepABaiiTe MepuoAMYHO MMKPOTOYKATa B MPOAbMXEHNE Ha ABA Yaca,
33 Jla BUAUTE ANV Ca Ce HaTpynanyu JOCTaTbuHO CBbP3aH CepMaTo3onay 3a
ICSI npouenyparta.

3. TInbTHOCTTa Ha X1anypoHaH-CBbP3aHNTe CNepmaTo30uan e KpuTuuHa. bbp3oto
3aMbAiBaHe Ha MUKPOTOYKATa M3WCKBA NITLTHOCT oT noHe 100 000 xuanypoHaH-
(Bbp3aHy cnepmato3ouan Ha eguH mL. Ako ctoiiHocTTa Ha HBA e Hucka, obuiata
MITBTHOCT Ha CNepMaTo30Mayn TpABBa A Ce yBeMYY, 3a i Ce NONYYn eheKTUBEH
6poii xnanypoHaH-cebp3aHy cnepmatozonpu. Hanpumep: ako HBA ouetkata e
10%, e ca Heobxoammm 0610 1000 000 cnepmato3onaa Ha mL, 3a Aa ce nonyyat
100 000 xuanypoHaH-cBbp3aHu CnepmaTto3onza Ha mL.

Mpepynpexpenne: denepantuar 3akox Ha CALL pasnopexpa npogax6ata
Ha TOBa W3Lenve fa CTaBa OT WAW MO Ha3HaueHWe Ha nekap. CepTudukar Ha
aHanv3a, ako He e MPeJOCTaBeH OLLe NPU JOCTaBKaTa, € AOCTbEH NPU NONCKBaHe
ot auctpubytopa. ToBa uspenue e 3awureHo ot nateHT 5 897 988 Ha CALL
M CbOTBETHUTE NPUNOKEHUA HA Yy AN NATEHTH.

Bbnpocu unu KomenTapu: Moxe Aa ce cBbpxeTe ¢ AUCTPHOYTOPa Ha TenedoHa
WA Ha eNIeKTPOHHIA 3APeC, NPeOCTaBeHN No-Tope.
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Ourypa 2, (Bbp3BaHe Ha CMepMaro3oMau CMPAMO Bpeme U MIBTHOCT
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Zarizeni k selekci spermii PICSI”

Navod k pouziti

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

Distributor: +203-601-5200,
www.hba-picsi.com

CooperSurgical, ~ telefon  (US):

Pougziti: Zafizeni k selekci spermii PICSI® se pouziva pfi vybéru zralych spermii
urcenych k intracytoplazmatické injekci spermif (ICSI) pfi lécbé u neplodnych pard.
Princip zafizeni: Hlavni slozkou vrstvy cumulus oophorus obklopujici
oocyt je hyaluronan. Hlavicka zralé spermie nese hyaluronan-specificky receptor,
kterym se zrald spermie véze na hyaluronan (1). Na rozdil od zralych spermii se
nezralé spermie nevazou. Zrald spermie vykazuje vysokou integritu
fetézce DNA (2), normdini frekvenci chromozomalnich aneuploidii a predstavuje
geneticky vklad do zygoty ze strany otce srovnatelny s vkladem spermie zvolené
zonou pellucidou béhem pfirozeného oplodnéni (3).

Pri bézné provadéné proceduie ICSI se spermie vhodné k injekci vybiraji vizuaIné
na zakladé jejich morfologie a motility. Tento pfistup vSak nezohlediiuje integritu
genomu spermie a jeji schopnost poskytnout co nejlepsi geneticky vklad do zygoty
ze strany otce. Zafizeni k selekci spermii PICSI" umoziiuje volbu zralé spermie
na zékladé jeji schopnosti se navazat na hydrogel hyaluronanu. Zafizeni k selekci
spermii PICSI” napodobuje piirozené vazani zralych spermii na cumulus oophorous.
Tento proces predstavuje jeden z dileZitych krokd pfi prirozeném oplodnéni.
Popis: Zafizeni k selekci spermii PICSI” je polystyrénova kultivacni miska se tiemi
mikroteckami hyaluronanu na vnitini strané dna. Tii lokalizacni Cary vytlacené na
vnéjsi strané dna misky ulehcuji lokalizaci mikrotecek. Mikrotecka se nachdzi v asi
2 mm Siroké a 3 mm dlouhé oblasti na konci lokalizacni cary. Zaiizeni je sterilni —
Giroven zajisténi sterility 10 — prakticky bez endotoxinu a je pro embrya netoxické.

Ptiprava k poutziti: Hyaluronanové mikrotecky hydratujte nanesenim jedné
10pl kapénky lidské tubarni tekutiny (HTF) obsahujici alespor 5 mg/ml sérového
proteinu nebo jiného vhodného fedidla spermii na konec kazdé lokalizacni Eary
tak, aby byla oblast s mikroteckou pokryta (obr. 1). EventudIné je mozné pridat
suspenzi spermii pfimo na suchou mikrotecku. Kapky polyvinylpyrrolidonu (PVP)
nebo dalsich tekutin pottebnych pfi manipulaci se spermiemi Ize nyni také umistit
kamkoli na misku. Opatrné napliite misku olejem pro tkafové kultury. Miska je
nyni pripravena k pouziti. Hydrataci mikrotecky pited aplikaci spermii poskytnete
hyaluronanu dostatek Casu ke zdufeni. Zdufeni a navdzani spermii zacind
za normélnich podminek do 5 minut. Nékteré mikrotecky vsak mohou k dosazeni
pné vazebné schopnosti vyZadovat 30 minut i déle. Pokud tedy zjistite margindIni
vézani spermii, provedte hydrataci 30 nebo vice minut predem nebo spermie pred
selekci ponechte na tecce inkubovat 30 minut nebo déle.

Pouzivani zafizeni k selekci spermii PICSI: Spermie aplikujte na predem
hydratovanou mikrotecku ve stejném nebo vétsim objemu, nez jste pouiili
k predhydrataci tecky (pfiblizné 10 pl). Hrotem mikropipety obsahujicim spermie
se dotknéte okraje hydratacni kapky na dné misky pod olejem a vytlacte spermie.
Aplikaci spermii ve stejném objemu jako objem hydratacni tekutiny zajistite jejich
okamyité michani a zavedeni do blizkosti mikrotecky. Pokud jsou spermie pfi okraji
kapky aplikovény v mensim objemu, miZe byt k jejich proplavani pres hydratacni
roztok k mikrotecce potfeba vice nez 30 minut. Spermie navdzané na hyaluronan
Ize lehce identifikovat: nedochdzi u nich i pfes vjraznou aktivitu biciku k zidnému
progresivnimu pohybu.

Faktory ovliviiujici vézani spermii: Rychlé navazani spermii v mikrotecce zajistite
umisténim asi 100 000 spermii schopnych vézat hyaluronan na ml (asi 1000-2 000
spermii na 10—20 pl) a na mikrotecku (viz obr. 2). S postupem ¢asu bude dochdzet
ke kontaktu dalich volnych spermii s hyaluronanovou mikroteckou a pocet
navazanych spermii se bude zvySovat.

Vybér lokalizace spermii: Sténa hyal ové mikrotecky funguje jako fyzicka
bariéra, na kterou se spermie navazou, jelikoz se jednd o prvni bod kontaktu.
Nékdy je tézké rozlisit, jestli je spermie jiz navazand nebo pouze plave proti okraji
mikrotecky. Vybérem spermii umisténych vevnit¥ mikrotecky zajistite odbér pouze
navazanych spermii.

Liskévani dostatecné hustoty navazanych spermii: Pokud je hustota navdzanych
spermii pro dobry vybér spermii piiliS vysoka nebo pfilis nizkd, pfipraveny vzorek
spermatu nafedte nebo koncentrujte. U dalsi mikrotecky pouZijte upraveny vzorek
spermatu. Aby byla zajiSténa dostatecna pravdépodobnost spravné tpravy vzorku,
na kazdém zafizeni k selekci spermii PICSI” se nachazi tii mikrotecky.

Shér spermii: Pfi shéru navézanych spermii umistéte hrot mikropipety ICSI vedle
spermie a jemné nasajte tekutinu spolu se spermii do pipety. Postup opakujte,
dokud nebudete mit 20-50 spermii. Odebrané spermie vypustte do kapénky
PVP a upravte pro metodu ICSI (inaktivace biciku, opakované hodnoceni motility
a morfologie). Na zékladé vasich standardnich injekcnich protokold vyberte
zkapénky PVP jedinou upravenou spermii urcenou k injekci do oocytu a odeberte ji.

Teplota: Spermie se na hydrogel hyaluronanu nejlépe vézou pfi teplotach pod
30 °C. Pii teplotach nad 30 °C se zvysi pohybova aktivita spermii, kterd mize
piekonat vazebnou silu. Pii teploté 37 °C bude z tohoto dlivodu tfetina spermif
navazanych pii pokojové teploté vykazovat urcity stupeii progresivniho pohybu,
a budou proto oznaceny jako nevazané a nezralé. Misky zafizeni k selekci spermii
PICSI” umisténé na plose zahtaté na 37 °C dosahnou teploty 33 °C, pii které pak
i zlistanou. Pri teploté 33 °C nebo i 37 °C bude mozné vybirat z dostatecného
mnozstvi navazanych spermii.

Technické specifikace: Tvar mikrotecky: Hyaluronanova mikrotecka zafizeni
k selekci spermii PICSI" md tvar krateru. Okraj mikrotecky je tvofen vyvysenou
sténou hydrogelu obklopujici nizsi plochou vnitini vrstvu. Sténa je flexibilni
az divodu nestejnomérné hydratace miize mit nepravidelny tvar.

Pri zavedeni mikropipety ICSI pfimo skrz hydrogelovou sténu miize dojit k jejimu
probodnuti nebo protrZeni. Doporucuje se zvySeny hrot mikropipety umistit nad

Prohlubné v_mikrotecce: Nerovnoméma hydratace pfi vyrobé mize zplsobit
vytvafeni malych prohlubni ve sténé mikrotecky, které se oteviraji k vnitfnimu
okraji stény. Spermie, které se dostanou do této prohlubné, jsou uvéznéné, ne
navdzané. Uvéznéné spermie vétsinou sméfuji od centra mikrotecky a vyznacuiji se
vyraznou aktivitou bicikd. Casto se shlukuji. Hlavicky uvéznénych spermii se mohou
pohybovat laterainé a nékdy i vpfed a vzad ve sténé prohlubné. Uvéznéné spermie
neni vhodné vybirat, protoze neni znam jejich stav navazani.

Stabilita mikrotecky: Pokud se ¢ast stény oddéli od polystyrénu, stejné sily, které
vytvareji prohlubné, mohou zplisobit postupné oddélovani stény mikrotecky od
misky a jeji navijeni do podoby pruziny. Pokud dojde k vyse popsanému, nékteré
¢asti stény nebo i celd sténa se od mikrotecky oddéli. Vnitfni vrstva hyaluronanu
mikrotecky viak zlistane neporusend. Vnitfni vrstva hyaluronanu je stabilni nékolik
hodin, shird a pojima navdzané spermie, které Ize poté pouZit pro metodu ICSI.
K selekci a izolaci neni vhodné pouzivat spermie navézané na navinuty zbytek stény.

Odstrariovani problém: Pokud se spermie na mikrotecku nevazou:

1. Pomoci testu vazani hyaluronanu HBA" se ujistéte, Ze vzorek spermatu obsahuje
zralé spermie se schopnosti vézat hyaluronan. Pokud je vysledek testu HBA blizky
nule (<5 %), neocekdva se zadné vazani spermii. (V nékterych laboratofich se jako
hranice nulového vazani spermii z ddrcovského spermatu povazuje 10 %. Je to
dulezity faktor pfispivajici k neplodnosti.)

2. Jak dlouho se spermie na mikrotecce inkubovaly? Vazani pfimo souvisi s casem
poskytnutym k vézani. Spermie se pii svém nahodilém pohybu vazou, kdyz dojde
k jejich kontaktu s hyaluronanovou mikroteckou. S postupem asu bude dochdzet
ke kontaktu dal3ich spermii s hyaluronanovou mikroteckou a pocet navézanych
spermii na tecku bude rlst. Mikrotecku pravidelné kontrolujte po dobu dvou
hodin a ovéfujte, zda se nashiralo dostatecné mnoZstvi navézanych spermii pro
proceduru ICSI.

3. Hustota spermif schopnych vézat hyaluronan je velmi dleZita. Rychlé navézani
spermii v mikrotecce zajistite umisténim asi 100 000 spermii schopnych vizat
hyaluronan na ml. Pokud je vysledek testu HBA nizky, celkové hustota spermii musf
byt vyssi, aby byl zajistén dostatecny pocet spermii schopnych vazat hyaluronan.
Napfiklad: pokud je vysledek testu HBA 10 %, bude k zajisténi 100 000 spermif
schopnych vdzat hyaluronan na ml potfeba celkové 1000 000 spermii na ml.
Varovani: Federalni zdkony USA omezuji prodej tohoto zaifizeni pouze na lékare.
Certifikdt analyzy je soucasti dodavky nebo je k dispozici na vyzadani u distributora.
Zafizenije predmétem patentu US 5 897 988 a odpovidajicich zahranicnich
aplikaci patentu.

0Otazky nebo komentare: Kontaktujte distributora na vy3e uvedeném telefonnim
Cisle 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, vézani spermii v zdvislosti na €ase a hustoté spermif
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Forberedelse til brug: Hydrer hyaluron-mikrodraberne ved at placere en enkelt
10-L drabe HTF (Human Tubal Fluid) med mindst 5 mg/mL serumprotein eller
andet egnet saedfortyndingsmiddel for enden af hver lokaliseringslinje, der daekker
detomrade, hvor mikrodraben er placeret (figur 1). Seedsuspension kan 0gsa tilfajes
direkte pa mikrodraben. PVP-draber (Polyvinylpyrrolidone) eller anden vaeske, som
er velegnet til manipulation af seedceller, kan 0gsa placeres andre steder i skalen
pa nuvarende tidspunkt. Haeld forsigtigt medicinsk olie over skalen. Hvis du
fugter mikrodraben, for du tilfarer szden, far hyaluronsyren tid til at svulme op.
Opsvulmning og s&dbinding starter normalt inden for maks. 5 minutter. Ved nogle
mikrodraber kan det dog tage op til 30 minutter eller mere at opnd bindingsevne. |
forbindelse med marginal sadbinding kan man derfor forfugte i 30 minutter eller
mere, eller lade saden inkubere pa draben i 30 minutter eller mere for udvéelgelse.

Brug af PICSI" Sperm Selection Device: Placer s&den pa den fugtede
mikrodrabe i en mangde, der svarer til eller er storre end den mangde, der blev
brugt til at fugte draben (ca. 10 uL). Lad spidsen af mikropipetten med saeden bergre
kanten af fugtdraben i skalen under olien, og tilfor saden. Hvis man tilforer saed i
en mangde, der svarer til veeskemaengden, sikres der gjeblikkelig blanding, og at
der kommer saed i mikrodrében. Hvis der tilfgjes en mindre maengde sad overst
pa draben, kan det tage mere end 30 minutter, for den svammer gennem vaesken.
Nar den er bundet, er det nemt at identificere en hyaluron-bundet saedcelle:
Den udviser ingen progressiv bevagelse til trods for ivrige halebevaegelser.

Faktorer, der styrer binding af sed: For hurtigt at udfylde mikrodraben
med bundet sed placeres ca. 100.000 hyaluron-bindende sadceller pr. mL

(ca. 1.000 - 2.000 saedceller i alt i 10 - 20 L) oven pa mikrodraben - se figur 2.
Efterhdnden som tiden gdr, vil antallet at bundne sadceller forages, efterhanden
som flere og flere svammende sadceller far kontakt med hyaluron-mikrodraben.

Udveelgelse af sedplacering: Vaeggen til hyaluron-mikrodraben er en fysisk
barriere, hvortil mange sedceller vil binde sig, da det normalt er det forste
kontaktpunkt. Det kan vere svrt at se, om en sadcelle har bundet sig, eller om
den svommer mod kanten af mikrodraben. Du kan vzere sikker pé at udvzlge en
bundet sadcelle ved at udvzlge den fra indersiden af mikrodraben.

Opnéelse af en god taethed af bundet saed: Hvis saedtetheden er for hej eller for
lav til god udvlgelse, kan saeden fortyndes eller koncentreres, og derefter kan
den regulerede sadprave bruges til den naste mikrodrabe. Der er tre mikrodraber
pa hver PICSI” Sperm Selection Device.

Udveelgelse af sad: For at indsamle bundet saed, skal spidsen af ICSI-mikropipetten
placeres ud for saedcellen, og vaesken skal suges forsigtigt ind i pipetten, hvorved
saeden indfares. Forsaet, indtil der er indfort 20 - 50 seedceller. Tilfaj den opsamlede
sed i en PVP-drabe til ICSI-behandling (inaktivering af halen, revurdering af
motilitet og morfologi). Fra PVP-drdben skal du veelge en enkelt behandlet
sadcelle, der skal indfares i oocyterne i henhold til standardinjektionsmetoden.

Temperatur: Sed binder bedst til hyaluron-hydrogel ved temperaturer under 30 °C.
Ved temperaturer over 30 °C svommer sedceller hurtigere, og denne fremkraft kan
vere steerkere end bindingskraften. Det vil sige, at omkring en tredjedel af den saed,
der bindes ved stuetemperatur, udviser progressiv bevaegelse ved 37 °C og ender
derfor med ikke at blive bundet og dermed vaere uegnet. PICSI” Sperm Selection
Device-skale, der er placeret ved 37 °C varme, er ca. 33 °C varme og forbliver ved
denne temperatur. Ved 33 °Celler endog 37 °Cvil mange bundne sedceller forblive
egnede til udvaelgelse.

Teknikovervejelser: Mikrodrabeform: Hyaluron-mikrodrdben i PICSI” Sperm
Selection Device er kraterformet. Kanten af mikrodraben bestér af en veeg af
hydrogel omkring et lavt, fladt indre lag. Veggen er fleksibel og kan vére ujaevn
pga. en uens hydrering af hydrogelen.

Hydrogelvaeggen kan gennemtraenges af en ICSI-mikropipette, der stikkes direkte
igennem. Det er bedst at placere den haevede mikropipettespids over mikrodraben
og sanke den til overfladen for at udtraekke sad.

Mikrodrabehuler: | produktionen kan hydreringen betyde, at dele af mikrodrabens
vag danner sma ‘huler; der har dbning ud mod vaeggens inderste kant. Seedceller,
der svgmmer ind i en hule, fanges, og bindes ikke. Fangede szdceller vender
normalt altid vaek fra mikrodrabens centrum og udviser ivrigt viftende haler, ofte i
grupper. Hovederne pa fangede saedceller kan bevaege sig til siden og af og til frem
og tilbage inden for hulens vegge. Undga at udvaelge fangede sedceller, da deres
bindingsstatus er uklar.

Mikrodrabestabilitet: Hvis en del af vaeggen er adskilt fra plastikskalen, kan de
samme kreefter, der danner huler, fa mikrodrabens vaeg til at slippe skalen. Hvis
det sker, vil noget eller hele veggen slippe mikrodraben. Mikrodrabens interne
hyaluron-lag forbliver dog intakt. Det interne hyaluron-lag er stabilt i flere
timer, det indfanger og opbevarer bundne sadceller, der kan bruges til ICSI.
Saedceller, der er bundet til resterne af en vaeg, der har sluppet, ber ikke bruges til
spermudvaelgelse og isolering.

Fejlfinding: Hvis der ikke bindes sadceller til mikrodraben:

1. Kontroller, at sadpraven indeholder egnede, hyaluron-bindende saedceller
ved at undersgge vha. et HBA" Hyaluronan Binding Assay. Hvis HBA -resultatet er
i naerheden af nul (< 5 %), forventes ingen saedbinding (i visse laboratorier viser
helt op til 10 % af donorsad ingen binding. Det er en betydelig bidragende faktor
til barnlgshed).

2. Hvor lenge har sedcellerne vaeret inkuberet i mikrodraben? Binding er
direkte relateret til den tid, der afsattes til binding. Sedceller binder, nér de fér
kontakt med hyaluron-mikrodraben, mens de svammer vilkarligt rundt. Antallet
af sedceller, der bindes til draben, stiger over tid, efterhdnden som flere saedceller
kommer i kontakt med hyaluron-mikrodraben. Kontroller jeevnligt mikrodraben
i lobet af to timer for at se, om der er blevet indsamlet tilstreekkeligt mange
saedceller til en ICSI-procedure.

3. Tatheden af hyaluron-bindende sed er kritisk. En hurtig udfyldelse
af mikrodraben kraever en taethed pa mindst 100.000 hyaluron-bindende saedceller
pr. mL. Hvis HBA-resultatet er lavt, skal den samlede sxdtzthed ages for at opna
et effektivt antal hyaluron-bindende sadceller. Eksempel: Hvis HBA-resultatet
er 10 %, kraeves der 1.000.000 sadceller pr. mL for at opna 100.000 hyaluron-
bindende sadceller pr. mL.

Advarsel: Ifolge amerikansk lovgivning er denne enhed begranset til salg
af eller pa vegne af, en lege. Hvis forsendelsen ikke allerede indeholder et
analysecertifikat, kan dette fas ved henvendelse til distributgren. Enheden er
daekket i henhold til det amerikanske patent 5.897.988 og tilsvarende
udenlandske patentansggninger.

Sporgsmal eller kommentarer: Kontakt distributoren pa ovenstéende
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®-skélen
Figur 2, seedbinding versus tid og sedtaethed.
© Sadbinding som resultat af sedtathed @ Bundet sed pr. drdbe @ Tid (min)
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PICSI’ Spermaselectie-instrument

Instructies voor gebruik

Fabrikant: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA
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www.hba-picsi.com

CooperSurgical,

Beoogd gebruik: bij de behandeling van onvruchtbare paren via
intracytoplasmatische sperma-injectie (ICSI), is het PICSI® Spermaselectie-
instrument geindiceerd 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 hyal kunnen binden (1). Onrijpe zaadcellen binden zich
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PICSI’ Sperm Selection Device

Brugsanvisning

Producent: Biocoat, Inc.,, 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA
Distributgr:  CooperSurgical, ~ Telefon  (USA):  +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

Anvendelsesformal: PICSI® Sperm Selection Device bruges i forbindelse
med [CSI-behandling (Intracytoplasmic Sperm Injection) af barnlashed til
udvelgelse af egnet sad til indforing.

Principper: Hyaluronsyre er en hovedkomponent i cumulus oophorus-laget
omkring oocyten. Hovedet pd en egnet sadcelle baerer en hyaluron-specifik
receptor, der bevirker, at szdcellen kan binde sig til hyaluronsyre (1). | modsatning
dertil kan uegnede szedceller ikke binde sig til noget stof.
Egnede sedceller har en hej DNA-kadeintegritet (2), en normal frekvens for
kromosomaneuploidisering og udger et paternalt bidrag til det befrugtede
g, som kan sammenlignes med det, der stammer fra sed, som udvalges af
2ggehinden under naturlig befrugtning (3).

| normal ICSI-praksis udvzelges saedceller visuelt til indfering pa baggrund
af morfologi og motilitet. Denne fremgangsmade afspejler dog ikke sedens
genomiske integritet og dens evne til at levere det bedst mulige paternale bidrag til
det befrugtede ag. PICSI" Sperm Selection Device bruges til udvalgelse af egnede
sedceller p baggrund af sadens evne til at binde sig til hyaluron-hydrogel. PICSI"
Sperm Selection Device efterligner egnede saedcellers naturlige binding til cumulus
oaphorous, som er et vigtigt trin ved naturlig befrugtning.

Beskrivelse: PICSI" Sperm Selection Device er en plastikskal med tre
mikrodraber hyaluronsyre, som er placeret pd skalens bund. Der er praeget tre
lokaliseringslinjer ind i skdlens bund, sa det er nemt at finde mikrodraberne.
Mikrodraben er placeret inden for et omrade, som er 2 mm bredt og 3 mm langt
med udgangspunkt fra slutningen af lokaliseringslinjen. Enheden er steril, Sterility
Assurance Level 10°, og er fri for endotoksin og er ikke giftig for embryoner.

echter niet. Rijpe zaadcellen vertonen een hoge DNA-ketenintegriteit (2), een
normale frequentie van chromosomale aneuploidieén 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 reliéf 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°%, 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-pL menselijke eileidervioeistof
te plaatsen die ten minste 5 mg/mL serumproteine 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 geincubeerd 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 pL).
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 geidentificeerd: 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 pL) 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 barriere 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 i een significante factor die bijdraagt aan onvruchtbaarheid).

2. Hoe lang zijn de zaadcellen geincubeerd 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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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
Edasimiiiija:  CooperSurgical, telefon  (USAs):  +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

Sihtotstarve: viljatute paaride ravis intratsiitoplasmaatilise spermide
siistimisega (ICSI) on PICSI® spermide valimise seade ette nahtud kiipsete
spermide valimiseks.

Seadme toopohimote: hiialuronaan on ootsiiiiti  imbritseva
cumulus oophorus'e struktuuri peamine koostisosa. Kiipse spermi pea kannab
hiialuronaanispetsiifilist retseptorit, mis vdimaldab kiipsel spermil seostuda
hiialuronaaniga (1). Vastupidiselt, mittekiipsed spermid sellega
ei seostu. Kiipsetel spermidel on kdrge DNA-ahela terviklikkus (2), normaalne
kromosomaalsete aneuploidide sagedus ning nende paternaalne mdju siigooti
on vdrreldav normaalse viljastumise kdigus zona pellucida poolt vélja valitud
spermiga (3).

Tavapdrases ICSI praktikas valitakse spermid siistimiseks visuaalselt nende
morfoloogia ja liikuvuse alusel. See ldhenemine ei peegelda aga spermi genoomi
terviklikkust ega spermi parimat voimalikku paternaalset moju siigooti. PICSI®
spermide valimise seade annab vdimaluse valida kiipsed spermid vastavalt
nende voimele seonduda hiialuronaani hiidrogeeliga. PICSI spermide valimise
seade jaljendab kiipse spermi loomulikku seostumist cumulus oophorous'ega, mis
on loomuliku viljastamise oluline valikusamm.

Kirjeldus: PICSI" spermide valimise seade on poliistiireenist kultuuritass, mille
alumisele pdhjale on kinnitatud kolm hiialuronaani mikropunkti. Kolm reljeefset
joont tassi pdhja valiskiiljel lintsustavad mikropunktide leidmist. Mikropunkt asub
joone |opust edasi ulatuval umbes 2 mm laial ja 3 mm pikal alal. Seade on steriilne
steriilsuse usalduspiiriga 10, endotoksiinide vaba ning embriiole mittetoksiline.

Kasutuseks ettevalmistamine: hiidratiseerige hiialuronaani mikropunkte,
lisades dihe 10 pl tilga inimese tuubulivedelikku (Human Tubal Fluid — HTF), mis
sisaldab vahemalt 5 mg/ml seerumivalku v6i mdnda teist sobivat spermalahjendit,
iga joone loppu, kattes mikropunkti Gimbritseva ala (joonis 1). Voimalik
on ka spermatosoidide suspensiooni lisamine otse kuivale mikropunktile.
Poliiviniiiilpiirrolidooni (PVP) vdi teiste sperma kasitlemiseks vajalike vedelike tilku
voib niiiid mujale tassi lisada. Katke tass ettevaatlikult koekultuuri dliga, et seda
kasutamiseks ette valmistada. Mikropunkti hiidratiseerimine enne spermide
lisamist annab hiialuronaanile aega paisuda. Paisumine ja spermide seostumine
algab tavaliselt 5 voi vahema minutiga. Moned mikropunktid vdivad tdieliku
seostumisvdime saavutamiseks vajada 30 minutit voi enam. Seega, kui mérgatakse
vdhest spermide seostumist, tuleb enne spermi valimist tassi 30 véi enam minutit
eelhiidratiseerida vi lasta spermidel punktil 30 v6i enam minutit inkubeerida.

PICSI" spermide valimise seadme kasutamine: lisage sperm
eelhiidratiseeritud  mikropunktile punkti ~eelhiidratiseerimiseks kasutatud
vedelikuga samas vdi suuremas mahus (umbes 10 pl). Puudutage spermi sisaldava
mikropipeti otsaga hiidratiseerimistilga dért tassi pohjas dli all ning véljutage
sperm. Viies spermi sisse hiidratiseerimisvedelikuga vordses mahus, on tagatud
kohene segamine ning spermi transport mikropunkti Idhedusse. Kui spermid
lisatakse tilga serva vdiksemas mahus, voib kuluda rohkem kui 30 minutit, kuni
spermid labi hiidratiseerimisvedeliku mikropunktini ujuvad. Pérast seostumist
on hiialuronaaniga seotud sperme kerge dra tunda: nad ei liigu aktiivsest
sabaliigutamisest hoolimata edasi.

Spermide seostumist mdjutavad tegurid: mikropunkti kiireks asustamiseks
seostunud spermidega tuleb mikropunktile lisada umbes 100 000 hiialuronaaniga

seostuvat spermi ml kohta (umbes 1000—2000 spermi 10—20 pl-s); vaata joonist 2.
Aja moddudes suureneb seostunud spermide hulk, sest jarjest enam ujuvaid
sperme satuvad kontakti hiialuronaani mikropunktiga.

Spermide asukoha valik: hiialuronaani mikropunkti sein on filiisiline barjaér, millele
seostuvad paljud spermid, kuna see on tavaliselt esimene kokkupuutepunkt. Vahel
on raske aru saada, kas spermid on seostunud vdi 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 korge voi liiga madal, lahjendage voi

kontsentreerige valmistatud spermide proovi ning kasutage jargmise mikropunkti
seemendamiseks juba korrigeeritud spermaproovi. Igal PICSI® spermide valimise
seadmel on kolm mikropunkti piisavalt suure tendosuse tagamiseks.

®

Spermide kogumine: seostunud spermide kogumiseks asetage ICSI mikropipeti
tipp spermide korvale ja imege vedelikku ettevaatlikult pipetti, tommates sisse
ka spermid. Jatkake kogumist, kuni pipetis on 20—50 spermi. Valjutage kogutud
spermid PVP-tilka, et neid ICSI jaoks tdddelda (saba inaktiveerimine, liikuvuse ja
morfoloogia uuesti hindamine). Valige PVP-tilgast ootsiiiitidesse sisestamiseks
vélja iksikud toodeldud spermid vastavalt tavalistele siistimiseeskirjadele.

Temperatuur: spermid seostuvad hiialuronaani hiidrogeeliga kdige paremini
temperatuuridel alla 30 °C. Temperatuuridel ile 30 °C suureneb spermide ujumise
energilisus ja ujumisjou tugevus vdib iiletada seostumistugevuse. Tulemuseks on
see, et umbes kolmandik toatemperatuuril seostuvatest spermidest liiguvad 37 °C
juures edasi ning neid vdidakse hinnata seostumatuteks ja ebakiipseteks. PICSI"
spermide valimise seadme tasside asetamisel temperatuurini 37 °C soojendatud
lavale langeb tasside temperatuur umbes 33 °C juurde ja peatub. 33 °C juures vdi
isegi 37 °C juures jaab endiselt seostunuks palju sperme, mille seast valik teha.

Tehnika valik. Mikropunkti kuju: PICSI" spermide valimise seadme
hiialuronaanmikropunkt on kraatrikujuline. Mikropunkti &r on kdrgem
hiidrogeelist vall, mis imbritseb madalat, lamedat sisemist kihti. Vall on paindlik
ning vdib olla hiidrogeeli ebaiihtlase hiidratiseerumise tdttu kujult korrapératu.

Otse sisse surutud ICSI mikropipett vdib hiidrogeeli valli labi torgata ja rebestada.
Kdige parem on paigutada tostetud mikropipeti ots iile mikropunkti keskosa ning
langetada see siis spermide kétte saamiseks mikropunkti pinnale.

Mikropunktide koopad: valmistamise kaigus vdib ebaiihtlane hiidratiseerimine
pohjustada mikropunkti valli segmentides tekitada vaikeseid ,koopaid’, mis
avanevad seina sisekiilje 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 vdivad liikuda lateraalselt ja monikord koopa seinte
piires edasi-tagasi. Vangistatud sperme ei tohiks valida, kuna nende seostumine
on ebakindel.

Mikropunkti stabiilsus: kui osa vallist eraldub poliistiireenist, vdivad koopaid
tekitavad joud pdhjustada mikropunkti valli jarkjarqulist eraldumist tassist
ning vall keerdub 1dpuks vedrulaadselt. Kui see juhtub, eraldub osa vdi kogu vall
mikropunktist. Sellegipoolest jaab mikropunkti sisemine hiialuronaanikiht terveks.
Sisemine hiialuronaanikiht piisib stabiilsena tunde ning kogub seostunud sperme,
mida vdib ICSI-ks kasutada. Keerdunud valli jaénusega seostuvaid sperme ei tohi
spermide valimisel ja isoleerimisel kasutada.

Veatuvastus: kui sperm ei seostu mikropunktiga, toimige jargmiselt.

1. Tehke kindlaks, et spermide proov sisaldab kiipseid, hiialuronaaniga seostuvaid
sperme, analiiiisides seda HBA™ hiialuronaaniga seostumise analiiiisi abil. Kui HBA
tulemus on nullildhedane (<5%), ei tasu oodata spermide seostumist (mdnedes
laborites ei ndita kuni 10% doonorite spermidest seostumist; see on oluline
viljatust pdhjustav faktor).

2. Kui kaua on sperme mikropunktil inkubeeritud? Seostumine on otseselt seotud
seostumiseks jdetud ajaga. Spermid seostuvad juhuslikul ujumisel hiialuronaani
mikropunktiga kokku puutudes. Aja jooksul kasvab punktiga seostunud spermide
arv, kuna jarjest enam sperme puutuvad hiialuronaani mikropunktiga kokku.
Kontrollige mikropunkti perioodiliselt kahe tunni jooksul, et ndha, kas ICSI
protseduuri [abiviimiseks on kogunenud piisavalt sperme.

3. Hiialuronaaniga seostuvate spermide tihedus on vdga oluline. Kiire mikropunkti
asustamine eeldab vahemalt 100 000 hiialuronaaniga seostuvat spermi ml kohta.
Kui HBA tulemus on madal, peab iildist spermide tihedust tdstma, et saada piisav
hulk hiialuronaaniga seostuvaid sperme. Naiteks: kui HBA tulemus on 10%,
tuleb punktile viia 1 000 000 spermi ml kohta, et saavutada vajalik 100 000
hiialuronaaniga seostunud spermi ml kohta

Hoiatus! USA foderaalseaduse kohaselt tohib seadet miiia vaid arst vdi arsti loal.
Kui saadetisega ei tulnud kaasa analiiiisisertifikaati, voib seda kiisida edasimiiiijalt.
Seade on kaitstud USA patendiga 5 897 988 ning vastavate valismaiste
patentidega.

Kiisimused ja kommentaarid: palun votke iihendust edasimiiiijaga ilaltoodud
telefoninumbri vdi e-posti aadressi kaudu.
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Joonis 1. PICSI® tass
Joonis 2. Spermide seostumise seos aja ja spermide tihedusega.
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PICSI’-spermanvalintalaite

Kayttoohjeet

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

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

Kayttotarkoitus: PICSI®-spermanvalintalaite on tarkoitettu  kypsien
siittidsolujen valintaan hoidettaessa hedelméttomia pareja solulimansisdisella
spermainjektiolla.

Laitteen toimintaperiaate: Hyaluronaani on oosyyttid ympérdivin
munakumpukerroksen  padkomponentti. Kypsan siittiosolun  pddssa on
hyaluronaanispesifinen reseptori, jonka avulla kypsa siittiosolu voi sitoutua
hyaluronaaniin -~ (1). Kypsymattomat  siittiosolut  eivat
puolestaan sitoudu. Kypsissa siittiosoluissa DNA-ketjun eheys on hyva
(2) ja kromosomim@aran tiheys normaali ja ne tuovat tsygoottiin isdnpuoleisen
kontribuution, joka on verrattavissa munasolun keton valitsemalle siittidsolulle
luonnollisessa hedelmdittymisessa (3).

Tavallisessa solulimansisdisessa spermainjektiossa injektoitavat siittiosolut valitaan
visuaalisesti niiden morfologian ja liikkuvuuden perusteella. Tima lahestymistapa
ei kuitenkaan heijasta siittiosolujen genomista eheyttd ja siittiosolun kykya tarjota
paras isénpuoleinen kontribuutio tsygoottiin. PICSI"-spermanvalintalaite tarjoaa
tavan valita kypsia siittiosoluja niiden hyaluronaanihydrogeeliin sitoutumiskyvyn
perusteella. PICSI"-spermanvalintalaite matkii kypsien siittigsolujen luonnollista
sitoutumista munakumpuun, mika on tarked valintavaihe luonnollisessa
hedelmdittymisessd.

Kuvaus: PICSI™-spermanvalintalaite on polystyreenistd tehty viljelyalusta, jonka
pohjaan on kiinnitetty kolme hyaluronaani-mikropistett. Kolme sijaintiviivaa,
jotka on korkopainettu alustan ulkopohjaan, helpottavat mikropisteiden
loytamistd. Mikropiste Ioytyy alueelta, joka on noin 2 mm leved ja 3 mm pitkd
ja alkaa sijaintiviivan paasta. Laite on steriili, steriiliyden varmistustaso 107,
periaatteessa endotoksiiniton ja ei-toksinen alkioille.

Kayton valmisteleminen: Kostuta hyaluronaani-mikropisteet lisaamalla
yksi 10 pln pisara ihmisen munanjohdinnestettd, jossa on vahintddn
5 mg/ml seerumiproteiinia tai muuta sopivaa sperman laimenninta, kunkin
sijaintiviivan padhdn kattamaan alue, jossa mikropiste sijaitsee (kuva 1).
Spermasuspensio voidaan vaihtoehtoisesti liséta suoraan kuivaan mikropisteeseen.
Polyvinyylipyrrolidonipisaroita tai muita spermankasittelyssa hyddyllisia nesteitd
voidaan myds lisétd muualle alustalle téssd vaiheessa. Valmistele alusta kdyttoa
varten huuhtelemalla alusta huolellisesti - kudosviljelydljylld. Mikropisteen
kostuttaminen ennen sperman lisaamistd antaa hyaluronaanille aikaa turvota.
Turpoaminen ja sperman sitoutuminen alkaa normaalisti viimeistddn viidessa
minuutissa. Jotkin mikropisteet saattavat kuitenkin vaatia 30 minuuttia tai
pidempdan, ennen kuin ne saavuttavat tayden sitoutumiskyvyn. Siten jos havaitset
sperman marginaalista sitoutumista, esikostuta pistettd vahintdan 30 minuutin
ajan tai anna sperman inkuboitua pisteen paalld véhintaan 30 minuutin ajan ennen
sperman valitsemista.

PICSI-spermanvalintalaitteen kayttaminen: Lisid esikostutettuun
mikropisteeseen spermaa sama mdard tai enemman kuin mitd pisteen
esikostuttamiseen kaytettiin (noin 10 pl). Koske sperman siséltavan mikropipetin
kérjella kostuttavan pisaran reunaan, joka on alustan pohjassa dljyn alapuolella,
ja purista sperma ulos. Kun spermaa lisataan sama maara kuin kostutusnestettd,
sperman valiton sekoittuminen ja siirtyminen mikropisteen ldheisyyteen on
varmaa. Jos spermaa lisdtdén pienempi maéra pisaran reunalle, voidaan tarvita
yli 30 minuuttia, ettd siittiot uivat kostutusnesteen ldpi mikropisteeseen. Kun
siittiosolut ovat sitoutuneet hyaluronaaniin, ne voidaan tunnistaa helposti: ne eivét
liiku eteenpain huolimatta voimakkaasta hannan heilumisesta.

Siittiosolujen_sitoutumista maarittévat tekijat: Jos haluat nopeasti miehittad
mikropisteen sitoutuneella spermalla, lisd& noin 100 000 hyraluronaaniin
sitoutuvaa siittiosolua millilitraa kohti (1020 pl:ssa on yhteensa noin 1000—2000
siittidsolua) mikropisteen paélle (katso kuva 2). Ajan kuluessa sitoutuneiden
siittidsolujen méddra kasvaa, koska suurempi osa uivista siittiosoluista koskee
hyaluronaani-mikropisteeseen.

Siittiosolujen_sijainnin valitseminen: Hyaluronaani-mikropisteen seindméd on
fyysinen este, johon useat siittidsolut sitoutuvat, koska se on yleensd ensimméinen

kosketuspiste. Joskus on vaikeaa erottaa, sitoutuvatko siittidsolut vai uivatko
ne vain mikropisteen reunaa vasten. Voit olla varma, etta valitset sitoutuneita
siittidsoluja, kun valitset ne mikropisteen sisdpuolelta.

Sitoutuneiden siittiosolujen hyvan tiheyden saavuttaminen: Jos sitoutuneiden
siittiosolujen tiheys on liian suuri tai pieni hyvéa siittiosolujen valintaa varten,

laimenna tai konsentroi valmistettu spermandyte ja liséa muokattu spermanayte
seuraavaan mikropisteeseen. Kussakin PICSI-spermanvalintalaitteessa on kolme
mikropistettd, jotta tilaisuus on riittava.

Spermankeréys: Kun haluat keréta sitoutuneen sperman, sijoita solulimansisdisen
spermainjektion mikropipetin kérki sperman viereen ja ime neste ja sperma
varovasti pipettiin. Jatka kerdystd, kunnes 20-50 siittidsolua on saatu
kerdttyd. Purista keratyt siittiosolut ulos PVP-pisaraan, jotta voit késitelld ne
solulimansisdista spermainjektiota varten (hannan inaktivointi, liikkuvuuden
uudelleenarviointi ja morfologia). Valitse PVP-pisarasta yksi kdsitelty siittiosolu ja
lataa se oosyytteihin injektoimista varten standardilla injektointikaytannalla.

Lampétila: Siittidsolut sitoutuvat parhaiten hyaluronaanihydrogeeliin alle 30 °C:n
lampdtilassa. Yli 30 °Cn ldmpétiloissa siittiosolujen uiskenteluvoimakkuus
lisédntyy ja uiskenteluvoima voi voittaa sitoutumisvoiman. Tuloksena on, ettd
noin kolmasosa huoneenlampétilassa sitoutuneista siittiosoluista siirtyy jonkin
verran 37 °Cssa ja voidaan maddrittdd sitoutumattomiksi, epakypsiksi. PICSI-
spermanvalintalaitealustat, jotka on lammitetty 37 °Ceeen, viilenevét noin
33 °Ceen ja pysyvit sitten siind lampdtilassa. 33 °C:ssa tai jopa 37 °C:ssa useat
sitoutuneet siittiosolut pysyvat valittavissa.

Huomioon otettavia seikkoja tekniikasta: Mikropisteen muoto: The PICSI™-
spermanvalintalaitteen hyaluronaani-mikropiste on kraatterin muotoinen.
Mikropisteen reuna on koholla oleva seindma hydrogeelid, joka ympardi matalaa,
littedd sisakerrosta. Seindmd on joustava ja voi olla epasaannéllisen muotoinen
hydrogeelin epétasaisen kostutuksen takia.

Hydrogeeliseindmé voi puhjeta ja revetd, jos solulimansisdisen spermainjektion
mikropipetti suunnataan suoraan siihen. On parasta sijoittaa kohotettu
mikropipetin kérki mikropisteen sisdosan paalle ja laskea se mikropisteen pintaan
siittiosolujen talteenottoa varten.

Mikropisteen kuopat: Valmistuksen aikana epadtasainen kostutus voi saada
mikropisteen seindman osat luomaan pienid “kuoppia’, jotka avautuvat seindmén
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sisireunaa kohti. Kuoppaan uivat siittiosolut ovat ansassa, eivét sitoutuneita.
Ansaan jadneetssiittidsolut kohdistuvat yleensé pois mikropisteen keskeltd ja niiden
hannét heiluvat voimakkaasti, usein rykelmind. Ansaan jadneiden siittiosolujen
pdat voivat liikkua sivusuunnassa ja joskus edestakaisin kuopan seinamien sisalla.
Ansaan jadneita siittiosoluja ei pida valita, koska niiden sitoutumistila on epaselva.

Mikropisteen vakaus: Jos osa seindmasta irtoaa polystyreenistd, kuoppia luovat
voimat voivat saada mikropisteen seindmén irtoamaan asteittain alustasta ja
kiertymaan sykkyralle kuten jousi. Kun néin kéy, osa seinamasta tai koko seinama
irtoaa mikropisteesta. Mikropisteen sisdinen hyaluronaanikerros pysyy kuitenkin
ehjand. Sisdinen hyaluronaanikerros on vakaa tuntien ajan. Se kerdd ja sdiloo
sitoutuneet siittiosolut, joita voidaan kayttda solulimansisdiseen spermainjektioon.
Sykertyneeseen seindman jaanteeseen sitoutuneita siittiosoluja ei saa kayttaa
sperman valintaan ja eristamiseen.

Vianmadritys: Jos siittidsolut eivat sitoudu mikropisteeseen:

1. Mdéritd, ettd spermandyte siséltad kypsia, hyaluronaaniin sitoutuvia siittiésoluja,
tekemdlld HBA"-hyaluronaanisidonta-analyysi. Jos HBA-pisteet ovat ldhelld nollaa
(<5 %), siittiosolujen sitoutumista ei odoteta. (Joissakin laboratorioissa jopa
10 %:lla luovuttajaspermapopulaatiosta ei esiinny siittiosolujen sitoutumista.
Tamd on merkittdva hedelméttomyyden osatekijd.)

2. Kuinka pitkddn spermaa on inkuboitu mikropisteessa? Sitoutuminen liittyy
suoraan aikaan, joka sitoutumiselle annetaan. Siittidsolut sitoutuvat, kun
ne koskevat hyaluronaani-mikropisteeseen uiden satunnaisesti. Pisteeseen
sitoutuneiden siittiosolujen méddrd kasvaa ajan myotd, kun useammat siittiosolut
loytavat hyaluronaani-mikropisteen. Tarkista mikropisteestd sdannéllisesti
kahden tunnin ajan, onko siittiosoluja sitoutunut riittavasti solulimansisdista
spermainjektiota varten.

3. Hyaluronaaniin sitoutuvien siittidsolujen tiheys on kriittinen. Mikropisteen nopea
miehitys edellyttéd vahintéan 100 000 hyaluronaaniin sitoutuvaa siittiosolua
millilitrassa. Jos HBA-pisteet ovat matalat, siittidsolujen kokonaistiheyttd on
liséttéva, jotta saadaan tehokas méard hyaluronaaniin sitoutuvia siittiosoluja.
Esimerkiksi jos HBA-pisteet ovat 10 %, tarvitaan yhteensd 1 000 000 siittidsolua
millilitrassa  tuottamaan 100 000 hyaluronaaniin sitoutuvaa siittiosolua
millilitrassa.

Varoitus: Yhdysvaltain osavaltion laki rajoittaa taman laitteen myytavaksi
ladkarin toimesta tai tilauksesta. Jos analyysisertifikaattia ei toimiteta kuljetuksen
mukana, se on saatavilla jalleenmyyjdltd pyynndstd. Tamén laitteen
kattaa Yhdysvaltain patentti 5 897 988 ja vastaavat muunmaalaiset
patenttihakemukset.

Kysymyksia tai kommentteja: Ota yhteyttd jélleenmyyjadn ylla annettuun
puhelinnumeroon tai sahkdpostiosoitteeseen.

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.
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PICSI’ Systéme de sélection des spermatozoides
Mode d’emploi

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

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

Utilisation prévue : Dans le traitement ICSI (injection intracytoplasmique
de  spermatozoides) des couples infertiles, le systtme de sélection
des spermatozoides PICSI® sert a la sélection des spermatozoides matures pouvant
étre injectés.

Principe de fonctionnement : Lacide hyaluronique est un des
éléments principaux de la matrice extra-cellulaire du cumulus oophorus qui entoure
l'ovocyte. La téte d'un spermatozoide mature posséde un récepteur spécifique
a l'acide hyaluronique qui permet au spermatozoide mature de se lier a l'acide
hyaluronique (1). A l'inverse, une telle liaison ne se produit pas
avec les spermatozoides immatures. Les spermatozoides matures
présentent une intégrité élevée de la chaine ADN (2), une fréquence normale des
aneuploidies chromosomiques et procurent une contribution paternelle au zygote
qui est comparable a celle de spermatozoides sélectionnés par la zone pellucide lors
d’une fécondation naturelle (3).

Lors de la pratique habituelle de I'lCSI, la sélection des spermatozoides destinés
a l'injection se fait visuellement en se basant sur leur morphologie et leur motilité.
Toutefois, cette approche ne reflete pas l'intégrité génomique des spermatozoides
et leur capacité a procurer la meilleure contribution paternelle au zygote.
Le systeme de sélection de spermatozoides PICSI” permet de sélectionner des
spermatozoides matures en fonction de leur capacité a se lier a I'hydrogel a base
d'acide hyaluronique. Le systéme de sélection de spermatozoides PICSI imite
la liaison naturelle des spermatozoides matures au cumulus oophorous, une étape
de sélection importante dans la fécondation naturelle.

Description : Le systeme de sélection de spermatozoides PICSI est une boite
de pétri en polystyréne avec trois micropoints dacide hyaluronique appliqués dans
le fond intérieur de la boite. Trois lignes de localisation en relief placées sous le fond
de la boite 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°, 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 pl de Human Tubal Fluid (HTF) contenant au moins
5 mg/ml de protéines de sérum ou de tout autre diluant pour sperme approprié
a l'extrémité de chaque ligne de localisation couvrant la surface ot le micropoint
estsitué (figure 1). D'une autre maniére, la suspension de sperme peut étre ajoutée
directement au micropoint sec. A ce moment, il est aussi possible d'appliquer
des gouttes de polyvinylpyrrolidone (PVP) ou d‘autres fluides utiles pour
la manipulation des spermatozoides a d'autres endroits sur la boite. Remplissez
soigneusement la boite avec de I'huile pour culture de tissus dans la préparation
pour I'emploi. Hydrater les micropoints avant d‘appliquer les spermatozoides
laisse le temps a l'acide hyaluronique d'occuper plus d'espace. Le grossissement
et la liaison des spermatozoides commencent normalement dans un délai de
5 minutes maximum. Toutefois, certains micropoints peuvent exiger 30 minutes
ou plus pour étre capables de lier. Par conséquent, si une liaison marginale
de spermatozoides est observée, il convient d'effectuer une hydratation préalable
de 30 minutes ou plus ou encore de permettre aux spermatozoides d'incuber sur
le point pendant 30 minutes ou plus avant de les sélectionner.

Utiliser le systéme de sélection des spermatozoides PICSI" : Ajoutez les
spermatozoides aux micropoints pré-hydratés dans une quantité au moins égale
a celle utilisée pour pré-hydrater les points (env. 10 pl). Touchez le bout de la
micropipette contenant les spermatozoides au bord de la goutte d’hydratation au
fond de la boite sous la couche d'huile et expulsez les spermatozoides. En apportant
les spermatozoides dans un volume égal au liquide d’hydratation, le mélange et
I'apport instantané de spermatozoides a proximité immédiate du micropoint sont
assurés. Pour un apport de spermatozoides au bord de la goutte dans un volume
moins important, plus de 30 minutes sont nécessaires & ceux-ci pour circuler
dans le liquide d'hydratation et arriver au micropoint. Les spermatozoides liés
a 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 spermatozoides : Pour remplir rapidement
le micropoint de spermatozoides liés, placez environ 100 000 spermatozoides
liant a I'acide hyaluronique par ml (environ 1 000-2 000 spermatozoides pour un
volume de 10-20 pl) sur le micropoint (voir figure 2). Avec le temps, le nombre
de spermatozoides liés augmente car toujours plus de spermatozoides nageant
librement entrent en contact avec les micropoints d'acide hyaluronique.

Choix de I'emplacement des spermatozoides : La paroi du micropoint d'acide
hyaluronique est une barriére physique a laquelle de nombreux spermatozoides

se lient car il s'agit habituellement du premier point de contact. Il est parfois
difficile de distinguer si les spermatozoides sont liés au micropoint ou sont tout
simplement en train de nager contre son bord. Pour vous assurer de sélectionner
les spermatozoides liés, sélectionnez les spermatozoides dans la zone intérieure
du micropoint.

Obtenir une bonne densité de spermatozoides liés : Si la densité de spermatozoides
liés est trop élevée ou trop basse pour la sélection des spermatozoides, diluez ou

concentrez I'échantillon de sperme préparé et utilisez I'échantillon de sperme
adapté a répandre dans le prochain micropoint. Chaque systeme de sélection
des spermatozoides PICSI comprend trois micropoints pour offrir plus de chances
de réussite.

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

Température : Les spermatozoides se lient plus facilement a I'hydrogel d‘acide
hyaluronique a des températures n'excédant pas 30 °C. Au-dela de cette
température, les spermatozoides nagent de maniére plus dynamique et la force
employée pour la nage peut dépasser la force de liaison. Cela a pour résultat qu'un
tiers des spermatozoides liés a température ambiante vont présenter une migration
progressive a 37 °C et peuvent ne pas lier, étant alors immatures. La boite de pétri
du systeme de sélection des spermatozoides PICSI" placée a un niveau chauffé
a 37 °C redescend a 33 °C puis reste a cette température. Les boites de pétri du
systeme de sélection des spermatozoides PICSI placées a un niveau chauffé a 37 °C
redescendent a 33 °C puis restent a cette température.

Considérations techniques : Forme des micropoints : Les micropoints d'acide
hyaluronique du systeme de sélection des spermatozoides PICSI sont de la forme
d'un cratere. 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 irréguliere
a cause de 'hydratation non homogene de I'hydrogel.

La paroi d'hydrogel peut étre percée et déchirée par une micropipette ICSI pénétrant
directement a lintérieure de celle-ci. Il est conseillé de positionner le bout surélevé
de la micropipette au-dessus de l'intérieur du micropoint et de I'abaisser vers
la surface du micropoint pour le couvrir de spermatozoides.

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

de l'arriére vers |'avant dans les parois de la cavité. Les spermatozoides piégés
ne doivent pas étre sélectionnés car leur statut de liaison est incertain.

Stabilité des micropoints : Si une partie de la paroi se sépare du polystyrene, les
forces qui ont entrainé la formation de cavités peuvent également provoquer que
la paroi du micropoint se détache progressivement de la boite et senroule 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 récupére et héberge des spermatozoides liés qui peuvent étre utilisés
pour I'lCSI. Les spermatozoides liés au reste de la paroi enroulée ne doivent pas étre
utilisés pour la sélection et I'isolement des spermatozoides.

Dépannage : Siles spermatozoides n‘attachent pas au micropoint :

1. Contrdlez a l'aide d"un test HBA™ (test de liaison acide hyaluronique) si
I'échantillon de sperme contient des spermatozoides matures liant a l'acide
hyaluronique. Si le score du HBA est proche de zéro (<5 %), on ne peut s'attendre
a trouver des spermatozoides liants (dans certains laboratoires, 10 % de I'ensemble
du don de sperme ne présente aucun spermatozoide liant. Ceci est un facteur
significatif contribuant a l'infertilité).

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

3. La densité de spermatozoides liant a I'acide hyaluronique est d’une importance
capitale. Loccupation rapide du micropoint nécessite une densité d'au moins
100 000 spermatozoides liant a I'acide hyaluronique par ml. Si le score HBA est
peu élevé, la densité totale de spermatozoides doit étre augmentée pour fournir
un nombre efficace de spermatozoides liant a I'acide hyaluronique. Par exemple : si
le score HBA est de 10 %, 1000 000 de spermatozoides par ml au total sera requis
pour fournir 100 000 spermatozoides liant a 'acide hyaluronique par ml.
Attention : la loi fédérale américaine limite I'achat de ce produit aux docteurs ou
sur leur prescription. Un certificat d'analyse, s'il n'est pas déja fourni dans le contenu
de la livraison, est disponible sur demande aupreés 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 a I'adresse e-mail mentionnés plus haut.
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Figure 1, boite de pétri PICSI®

Figure 2, liaison des spermatozoides par rapport au temps et a la densité
de spermatozoides.
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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 PI(SI® Spermienauswahlsystem wird bei der
ICSI-Behandlung (Intrazytoplasmatische Spermieninjektion) unfruchtbarer Paare
zur Auswahl reifer Spermien fiir die Injektion eingesetzt.

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

Bei der herkommlichen ICSI-Behandlung erfolgt die Auswahl der Spermien fiir die
Injektion rein visuell auf Grundlage ihrer Morphologie und Motilitat. Bei diesem
Ansatz bleiben jedoch die genomische Integritdt des Spermiums und sein
Vermdgen, den besten paternalen Beitrag zur Zygote zu leisten, unberiicksichtigt.
Das PICSI” Spermienauswahlsystem erméglicht die Auswahl reifer Spermien
auf Basis ihrer Fahigkeit zur Bindung an Hyaluronan-Hydrogel. Das PICSI®
Spermienauswahlsystem imitiert die natiirliche Bindung des reifen Spermiums
an den Cumulus oophorus, einen wichtigen Selektionsschritt bei der natiirlichen
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 eingefréste
Lokalisierungsstriche erleichtern das Auffinden der Mikrotropfen. Die Mikrotropfen
liegen in einem Bereich von etwa 2 mm Breite und 3 mm Lange hinter dem Ende
und in der Verlangerung des jeweiligen Lokalisierungsstrichs. Das Produkt ist steril
(SAL-Wert 10), nahezu frei von Endotoxinen und nicht embryotoxisch.

Vorbereitung fiir die Verwendung: Die Hyaluronan-Mikrotropfen werden durch
Benetzen des in der Verlangerung der Lokalisierungslinien liegenden Bereichs mit
10-pl-Einzeltropfen Human Tubal Fluid (HTF) mit einem Serumproteingehalt
von mindestens 5 mg/ml oder einem anderen geeigneten Verdiinnungsmittel
fiir Sperma hydratisiert (Abbildung 1). Alternativ kann die Spermiensuspension
auch direkt auf den trockenen Mikrotropfen gegeben werden. Zugleich kénnen
auf beliebige andere Stellen der Schale PVP-Tropfen (Polyvinylpyrrolidon) oder
Tropfen anderer fiir die Manipulation von Spermien hilfreicher Flissigkeiten
gegeben werden. Die Schale wird in Vorbereitung fiir die Verwendung vorsichtig
mit Gewebekulturdl diberschichtet. Das Hydratisieren der Mikrotropfen vor dem
Auftragen der Spermien gibt dem Hyaluronan Zeit anzuschwellen. Anschwellen
und Bindung der Spermien setzen normalerweise innerhalb von maximal fiinf
Minuten ein. Manche Mikrotropfen bengtigen jedoch 30 Minuten oder langer,
bis sie ihre volle Bindungskapazitdt erreicht haben. Wird nur eine marginale
Spermienbindung beobachtet, muss daher eine vorherige Hydratisierung iiber
30 Minuten oder ldnger erfolgen. Alternativ kann den Spermien auch 30 Minuten
oder ldnger 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
Fliissigkeitsmenge (ca. 10 pl) entsprechenden Volumen zum vorab hydratisierten
Mikrotropfen gegeben. Unter der Olschicht wird mit der Spitze der die Spermien
enthaltenden Mikropipette der Rand des hydratisierten Tropfens auf dem
Schalenboden beriihrt und die Spermien werden ausgestoBen. Durch Abgabe der
Spermien in einem Volumen, das dem der fiir die Hydratisierung verwendeten
Fliissigkeit entspricht, ist die sofortige Vermischung und die Abgabe von Spermien
in unmittelbarer Nahe des Mikrotropfens sichergestellt. Bei Abgabe der Spermien
am Rand des Mikrotropfens in einem geringeren Volumen bendtigen diese
maglicherweise mehr als 30 Minuten, um durch die Hydratisierungsfliissigkeit
zum Mikrotropfen zu schwimmen. Einmal an das Hyaluronan gebundene Spermien
kdnnen leicht identifiziert werden: Sie zeigen trotz heftiger Schwanzschlége keine
progressive Fortbewegung.

Die_Spermienbindung steuernde Faktoren: Um eine schnelle Besiedelung des
Mikrotropfens mit gebundenen Spermien zu erreichen, miissen ca. 100.000
hyaluronan-bindende Spermien je Milliliter (entsprechend ca. 1.000 bis
2.000 Spermien in 10 bis 20 pl 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 fiir die Spermienauswahl: Die Wand des Hyaluronan-Mikrotropfens stellt
eine physikalische Barriere dar, an der viele Spermien binden, da hier iiblicherweise
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 fiir eine gute Spermienauswahl ist, muss die
préparierte Spermienprobe verdiinnt bzw. konzentriert und die angepasste
Spermienprobe auf den néchsten Mikrotropfen gegeben werden. Jedes PICSI®
Spermienauswahlsystem tragt drei Mikrotropfen, so dass hierfiir hinreichend
Gelegenheit gegeben ist.

Sammeln von Spermien: Zum Aufsammeln eines gebundenen Spermiums
wird die Spitze der ICSI-Mikropipette neben das Spermium gebracht und
behutsam Fliissigkeit 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 ausgestoBen, um sie
fiir die 1CSI vorzubereiten (Inaktivieren des Schwanzes, erneute Beurteilung von
Motilitat und Morphologie). Aus dem PVP-Tropfen wird ein einzelnes vorbereitetes
Spermium ausgewahlt und entsprechend dem Standardinjektionsprotokoll in die
Oocyte eingefiihrt.

Temperatur: Die beste Spermienbindung an Hyaluronan-Hydrogel wird bei
Temperaturen unter 30 °C erzielt. Bei Temperaturen iiber 30 °C nimmt die Motilitét
der Spermien zu und ibersteigt moglicherweise die Bindungskraft. Dies hat zur
Folge, dass etwa ein Drittel der bei Zimmertemperatur gebundenen Spermien
bei 37 °C ein progressives Bewegungsmuster zeigt und méglicherweise als nicht
gebunden und damit unreif eingeschétzt wird. Auf einen auf 37 °C erwarmten
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 fiir die Auswahl zur Verfiigung.

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 ungleichméBiger Hydration des Hydrogels
eine unregelmaBige Gestalt aufweisen.

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

Kavitéten des Mikrotropfens: UngleichméBige Hydration bei der Herstellung kann
dazu fiihren, dass Abschnitte der Mikrotropfenwand kleine, zur Innenseite der Wand

gedffnete Kavitéten aushilden. In einer solchen Kavitét schwimmende Spermien
sind gefangen, aber nicht gebunden. Gefangene Spermien sind iiblicherweise vom
Zentrum des Mikrotropfens abgewandt, zeigen einen energischen Schwanzschlag
und treten oftmals in Clustern auf. Die Kdpfe der gefangenen Spermien knnen sich
innerhalb der Umwandung der Kavitat lateral, aber auch vor und zuriick bewegen.
Gefangene Spermien sollten nicht ausgewdhlt werden, da ihr Bindungsstatus
unklarist.

Stabilitdt der Mikrotropfen: Wenn sich ein Teil der Wand vom Polystyrol lost,
bewirken dieselben Kréfte, die auch zur Entstehung von Kavitéten fiihren,
dass sich die Wand des Mikrotropfens nach und nach von der Schale abldst und
zusammenrollt. Geschieht dies, 6st sich die Wand teilweise oder vollstandig vom
Mikrotropfen. Die innere Hyaluronan-Schicht des Mikrotropfens bleibt jedoch
intakt. Die innere Hyaluronan-Schicht ist fiir Stunden stabil, sie sammelt und halt
gebundene Spermien, die fiir die ICSI verwendet werden kénnen. An die Uberreste
einer zusammengerollten Wand gebundene Spermien sollten nicht fiir 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 enthilt. 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 Infertilitdt beitragender Faktor anzusehen ist).

2. Wie lange wurden die Spermien auf dem Mikrotropfen inkubiert?
Die Bindungsaktivitét der Spermien steht in direktem Zusammenhang mit der
fiir diesen Vorgang zugestandenen Zeit. Spermien schwimmen willkiirlich in der
Fliissigkeit 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. Uberpriifen Sie den Mikrotropfen iiber einen Zeitraum von zwei Stunden
regelméBig um zu kontrollieren, ob sich geniigend Spermien fiir das ICSI-Verfahren
angesammelt haben.

3. Die Dichte an hyaluronan-bindenden Spermien ist von gréRter 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 erhdht 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 benétigt, um
100.000 hyaluronan-bindende Spermien je Milliliter zu erhalten.

Warnung: GeméB US-Bundesrecht darf dieses Produkt ausschlieBlich durch
Arzte oder auf drztliche Verordnung verkauft werden. Sofern nicht bereits
im Lieferumfang enthalten stellt lhnen Ihr Handler auf Anfrage gerne ein
Analysenzertifikat zur Verfiigung. Dieses Produkt unterliegt dem Schutz
des US-Patents Nr. 5.897.988 und entsprechenden Patentanmeldungen
in anderen Landern.

Fragen oder Anmerkungen: Bitte wenden Sie sich unter der o. a. Telefonnummer
oder E-Mail-Adresse an lhren Handler.

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. Yagai 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 Abhéngigkeit von Zeit und Spermiendichte

© Spermienbindung als Funktion der Spermiendichte @ Gebundene Spermien
(je Tropfen) @ Zeit (min)
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CooperSurgical,  TnMéowvo  (HMA):

Ev8edetypévn xpron: Katd  Oepaneia oteipwv (evyapiv péow
evbowaplakr¢ éyxuong omeppatolwapiwv (Intracytoplasmic Sperm Injection -
1CS1), n ovokeun emoyr omeppatolwapiwv PICSI® evbeikvutat yia T culoyn
ppwv omeppatolwapiwv mpog éyxuon.

ApXn TNG GUOKEUNG: To vahoupovikd 00 amotehei Paoikd oLOTATIKG TNG
dopng Tou wopdpou diokou Tou woBuAakiov mou mepikAeiel To wdpto. H kepan
ToU WpIov omeppatolwapiov Pépel Evav e1dkd umodoxéa yia uahoupovikd o0&y,
0 ormoiog emTpémel 0T WPIHO omeppatolwdplo va mpoodedei aTo vahoupoviko o€h
(1). Avtifétwg, To avwpipo oreppato{wdpto Sev mpoadévetat.
To wpo omeppatolwdplo eppaviel vynhy akepardtnta aluoidag DNA (2),
KQVOVIKT OUYVOTNTA XPWHOCWHIKWY aveUTAOEISIONWY Kal amoTENEl TV MATPIKN
ouvelopopd otov (uywT, OUYKpioN e auTiv Twv omeppatolwapinv mov
emhéyovtat amd ™ tauyr {evn TV Wapiov Katd T QUOIKR yovigomoinan (3).

Y ouvnBn mpaktikn tou ICSI, Ta omeppatolwdapta emAéyovTat OmTIKA TPOG €yXUON
pe Baon T popoloyia Kat v KIvnTIKGTNTA Toug. QoTd00, QUTH N MPOGéyyion
0€v avtavakhd TNV yovISIWHATIK aKepaioTnTa Tov omeppatolwapiov kat T
KaveTNTA TOu va MPooPEPEL TN PEATIOTN MATPIKN OUVElo@opd oTov {uywTn.
H ouokeun emhoyng omeppatolwapiwv PICSI” mapéxel évav Tpomo emhoyi wpIpwy
omeppatolwapiwv pe faon Tt duvatotnTd Toug va mpoadévovTat aTo UaAOUPOVIKO
08u. H ouokeur) emoyng omeppatolwapiwv PICSI” ppeitat ™ uoiki mpocdeon
TWV WPIHWY omeppatolwapiwv aTov wopdpo dioko Tou woBudakiou, éva oNpAVTIKO
Briua emhoyr¢ katd ™ QUOIKR yovigomoinon.

Neprypagn: H ouokeui emhoyic onepuatolwapiwy PICSI™ elvar éva
moluotupeviké TpuPhio KaNhiépyetag pe Tpelg pkpoknAidee valoupovikolh 0éog
TipooapTpéveg oTov uBpéva. TpEIg ypappéc eviomapol xapaypéves 0To e§wTepIKO
Tou muBpéva Tou TpuAiou umodetkviouv T Béon Twv pikpoknAidwy. H pikpoknida
Bpioketat o pua meployr pe mdtog mepimouv 2 mm wide kat piikog mepimou 3 mm
an6 1o Téhog TG ypappic eviomopol. H 6uokeun eival amootelpwpévn, pe eminedo
10 SAL (Sterility Assurance Level), ouolaotika eheuBepn amd evdotoSivec kat pn
To€IKN yia 10 épBpuo.

Mpoetowpacia xpriong: Yypdvete Ti¢ pikpoknhidec vahoupovikol o0&€og
TomoBeTwvtag pepovwpévee otayove 10 pl avBpwmvou oakmyyikod uypold
(HTF) mou mepiéyouv Touhdytotov 5 mg/mL mpwreivng opov fj dMou kataMnhou
apaWTIKOU Oméppatog oo Téhog kdBe ypappi¢ eviomopol KaAimTovtag TV
Teploxn otn omoia Bpioketai n pkpoknhida (Ewdva 1). EvalhakTikd, To evaiwpnpa
oneppatolwapiv pmopei va mpootebei ameubeiog otn oteyvy pikpoknAida.
Ytayove¢ moluBvudomuppohidovng (PVP) 1} aMwv uypwv, XprolHwy yia Tov
XEIPLopo Twv omeppato{wapiwv, pmopouv emiong va tomoBetnBolv o€ dMa onpeia
Tou TPuBAiou 0€ AUTO To 0TAdI0. leplioTe MPOOEKTIKA TO TPUBAI0 pe Addt kaliépyetag
10700, TIPOKELYLEVOU Va To TipogToludoeTe yia xprion. H dypaven ¢ pikpoknhidag
TIPWV a6 TNV EQappoyn Twv omeppatolwapiwv divel Xpovo aTo vahoupovikd 0§y yia
va dloykwBei. H d1dykwan kai n mpdadeon twv omeppatolwapiwv Eekiva Kavovikd
o€ 5 \emtd i} Miyotepo. Q0T000, peIKES PIKPOKNIdEC evoéxetal va XpelaoTolv
30 Aemtd 1 MePLOOOTEPO TPOKEIWEVOL VA GTAOOUV 0T péyloTn duvatotnta
npoodeonc. Emopévag, tav mapatnpeital oplaki mpoodeon omepparolwapiwy,
mpo-vypdvete yia 30 Aemtd n meploodtepo n AQROTE Ta omeppatolwapla
V0 ENWACTOUY O¢ pital HIkpoknAida yia 30 \emtd 1y meploadTepo mpotou Ta GUNNESETE.
Xprion ¢ ouokevng emoyi¢ oneppatolwapiwv PICSI': Mpoobéote oty
Tipo-vypapévn pikpoknhida oyko omeppatol{wapiwv ioo 1 peyalTepo amd autov
Tou Ypnotpomouifnke yla v mpo-vypavon ¢ pikpoknhidag (mepimou 10 pL).
AkoupmmoTe 1o pUYXOC TG MIKPOMIMETAC MOV MePIEXEL T omeppatolwdpla 0TV
Tapu@n e otaydvag bypaveng otov mubpéva Tou TPUBAiov KATw amd To Addt Kat
eyxUote Ta omeppatolwdpta. Mapéyovtag Ta emeppatolwdpta o€ 6yKo ioo mpog T0
uypd Lypaveng, e€aopahiletat dpeon avapin kat mapoxr omeppatolwapiwv oTny
meploy TG pikpoknAidac. Edv ta omeppatolwdpla ivat o€ pkpoTEPN OYKO 0TNV
TapueN) TG oTayévag, propei va anarmBei xpovog peyariTtepog Twv 30 Aemtay,
TIPOKELHEVOU AUTA va KOAUTTIG0UV PEGw TOU LypoU Dypaveng mpog T pikpoknAida.
Mo mpoadeBouy, Ta omeppatolwdpta mou £xovv mpoadedei o vahoupovikd o€l
evromiCovtat eukoha: Sev eypaviCouy mpoodeuTiki petakivnon, mapoAn Ty éviovn
Kivnon g oupdg Toug.

Napayovrec mou kaBopilovy T mpdadeon Twv oneppatolwapiwv: Na Tov ypryopo
amoIKIopo ¢ pikpoknAidag pe mpoodedepéva omeppatolwdpla, TomoBeTioTe
mepimou 100.000 omeppatolwdpla mpoadedepéva oe valovpovikd oy avd mL
(mepimou 1.000-2.000 omeppatolwdpta ouvohikd oe dyko 10-20 pl) mdvw amo
™V pikpoknhida, 6mw¢ gaivetat oty Ekova 2. Me to mépaopa e wpag, 10
m\iBo¢ Twv mpoodedepévwv ameppatolwapinv Ba auéndei, kabug meploadtepa
omeppatolwdpla mou KoAUPMOUV €pxovtal O€ emagn e TN iKpoknhida Tou
vahoupovikou o&gog.

Emhoyn B¢onc omeppatolwapiwv: H em@dveia e pikpoknAidag vahoupovikol
oféo¢ amotehei éva @uotkd eumodio oto omoio Ba mpoodebolv MOMA
oneppatolwdpta, dedopévou 0Tt ivat To MPWTO onpeio emagng. Oplopéves opég
€ivai Suokoo va dlakpivel kaveig edv Ta omeppatolwapia éyouv mpoodebei i amd
Kkohupmoly évavtt Tng mapu@i¢ e pikpoknAidag. Mmopeite va Befawbeite ot
ouMéyete mpoodedepéva omeppatolwapia, GUNNEYOVTAC Ta AMO TO EGWTEPIKO
NG HIKpoKnAidac.

Enitevn kaAn¢ mukvotntac mpoodedepévwy omeppatolwapinv: Edv n mukvétnta
Twv mpoodedepévav omeppatolwapiov eivar moAD vPnAy { MOAD Yaunhq yia
emruxnpévn ouloyn omeppatolwapiwy, apAIWOTE 1} GUUMUKVWOTE TO delypa
Kal XpnolpomouoTe To MPOoaPpOsHEVO deiypa yia va EQodidoeTe Ty emopevn
pkpoknhida. Mapéxovtar Tpelg pKpoknAide oe kdBe ouokeur emhoyng
omeppatolwapiwv PICSI” mpokewpévou va éxete emapkeic Suvatdtne.

TuMoyi omeppatolwapiwv: Na va cuMégete éva mpoadedepiévo omeppatolwdplo,
TonoBetiote 0 plyxog ¢ pikpommétag ICSI dima oto omeppatolwapio Kat
aVappoPROTE LYPO e MPpoooy1) péoa oty mméta, éAkovag To omeppatolwdplo.
Yuvexiote ™ ouloyn €wg otou GuMéSete 20-50 omeppatolwdpia. Eyxoote ta
oneppatolwdpta mou éxete oUNESeEL oe pia otayova moluBvulomuppohidovng

E0WTEPIKO 0TPWLAL. To Telx0g ivat eUENKTO Kat EVOEXOpEVWE EXEL AKAVOVIOTO YA
\oyw avopoldpopeng bypaveng T udpPomMKTA.

To Teiyoc vdpomnKTA pmopei va SlatpnBei kat va dlaomaoTei amé pia pkpomméTa
ICSI mou katevBivetar amevbeiac péoa o€ aud. Eivar mpotipdtepo va TomoBeTroeTe
T0 QVUPWHEVO POYXOG TS MIKPOTIMETAC TIAVW A6 TO EWTEPIKO TNG MIKPOKNAIdag
Kal va To KaTePAoETe mPpo¢ TV EM@PAVELd TG HkpoknAidag yia avaktmon Twv
omeppatolwapiwv.

Kohdtntec pkpoknhidac: Katd v kataokevi, N avopolopopen Uypaven
evdéxetal va mpokahéoel T OnuIovpyia PIKPGOV KONOTATWY 6TO TEi0¢ NG

HikpoknAidag, ot omoieg £Kouv Gvotypa TPog TV EGWTEPIK TAPUN TOUG TELXOUS.
Ta oneppatolwdpta mou Kolupmolv Tpo¢ pia KooTTa mayidevovtal, Oev
npoodévovtal. Ta mayidevpéva omeppatolwapla ouviBug kateuBlivovtar 6Aa
o€ katevBuvon avtifetn amé to kévipo ¢ pikpoknhidag Kat epgavilouv évovn
Kivnon ¢ oupdc, ouyvd Katd oupmAéypata. Ot ke@ahé Twv mayideupévav
omeppatolwapiwv pmopolv va KvnBolv MAEUPIKA Kal OPIOHEVEC POPEC UMPOG
Kal Miow 070 €O0WTEPIKO Twv TOWWHATWY TNG KodtnTac. Ta maydeupéva
omeppatolwdapta dev mpémeiva sulexBolv, Sedopévou 6Tin katdotacn mpdadeons
TOUG €ival acagi.

EvotdBeia pikpoknhidac: Edv éva tpRpa Ttou Teiyoug Slaxwplotel amé To
moluotupévio, ot idle¢ Suvdpelc mov Snpioupyodv KoINGTNTEC pmopel va
TIpoKaAéoouy TNV POOJEVTIKN amdamacn Tou TeiXoug TG pikpoknAidag amd to
Tpuphio Kat To oXNUaTIONO OMEIpWUATOC pE Hop@r ehatnpiov. Otav cuppei autd,
éva TPRpa Tou Teiyoug 1y oAokANpo To Teixog Ba Slaxwptotel amd v pikpoknAida.
007000, T0 E6WTEPIKO GTPKILA VANOUPOVIKOD 0&E0¢ T HiKpoknAidag Ba mapapeivel
d01kt0. To E0wTEPIKO OTPWHA VaAOUPOVIKOD 0&€0¢ TG pIKpoKNAidac eivat oTabepo
yia wpeg, 0uNéyel kat poSevei mpoodedeyéva omeppatolwdpta mov pmopei va
xpnotpomotnBouv yia ICSI. Ta omeppatolwdpta mov mpoodévovtat 0Ta oUOTPappéVa
Kkatdhotma Tou TefXoug Sev mpémel va Xpnotpomotn8olv yia 6uMoyr Kal amopovwon.

Avuipetomon_mpoBAnudtwy: Edv ta omeppatolwdpla dev mpoodévovtal otV
HikpoknAida:

1. BeBawwBeite ot 10 deiypa omeppatolwapinv mepiéxel wpipa omeppatolwdpta,
Ta omoia mpoadévovTal 6 vahoupovikd 08y, kavovtag pia HBA' (Hyaluronan Binding
Assay - Avahuan mpoadeang o€ vahoupovikd o&v). Edv To amotéleapia T avauong
HBA eivat kovtd oTo pndév (< 5%), dev avapévetal mpoodeon omeppatolwapiwv
(o€ pepikd epyaotrpla éwg kat 10% tov mMinBuopoy Twv omeppatolwapinv Tou
86t umodekviel amovoia mpoodeong. Autoc eivar évag onPavTIKGE mapdyovtag
Iou oUpBANEL TNV UTTOYOVIHOTNTA).

2. Noon wpa enwdotnkav ta omeppatolwdpla ot pikpoknhida; H mpoadeon
oxetiCetal dpeoa pe Tov ypovo mou dlatédnke yia emwaon. Ta omeppatolwdpla
Tipogdévovtal Gtav €pyovtal o€ emagn pe T pikpoknhida vahoupovikol oéog,
€@ Kohupmolv tuyaia. To mAifo¢ Twv omeppatolwapiv mou mPoadévoval
ot pikpoknhida auavetat pe v mdpodo Tou Xpovou, KaBwg mepLoOTEPa
omeppatolwdpla cuvavioly v pikpoknAida vahoupovikol oféoc. EAéyEte
pikpoknhida mepiodikd yia didopa Svo WPV yia va SlamoTaoeTe €dv el
GUOOWPEUTEL KavomoinTKA¢ aptBdg omeppatolwapivv yia ) dladikacia ICSI.

3. H nukvétnta Twv omeppatolwapinv mou gival mpoadedepéva 0To VANOUPOVIKO
o0 eival Kpiowog mapdyovtac. O ypryopog amolkiopds g Mikpoknhidag
amartei mukvotTa Touldytotov 100.000 omeppatol{wapiwv mou mPoadévoval
o€ vahoupovikd 0§u ava mL. Edv To amotéheapa g avdluong HBA eivat xapnho,
N ouvohiky mukvéTnTa omeppatolwapiwv mpémel va auéndei mpokelpévou va
napayBei amoteleopatikdc apiBpdg omeppatolwapiwv mou mpoadévovtal o€
vahoupoviké ogu. Na mapadetypa: Edv to amotéheopa e avaluong HBA eivat 10%,
Ba amaitnBodv ouvohikd 1.000.000 omeppatolwdpla avd mL mpokelpévou
va mapayBolv 100.000 omeppatolwdpta mov mpoodévovtal o€ VANOUPOVIKO 08D
avamL.

Nposidomoinon: H opoomoviadkoi vopobeoia twv H.M.A. meplopilel v
nwAnon f TV mapayyeNia ¢ ovokeun¢ povo o tatpolc. MgTomonTiKO
avaluong, eav dev ouvodevel To mpoidy, diartiBetal amd Tov Savopéa Katomy
aItoewc. AUTA N GUGKEVR KAAUMTETAL amd To Katoyupwpévo dimwpa
evpeorreyviag 5.897.988 twv H.M.A. kat Ti¢ avtiotoiyes Simwpdrwv
AITIOEIC EVPEDITEXVIOG 0TO EEWTEPIKO.

Epwtioeic | oxoha: Emkowwviote pe tov Slavopéa oto TAépwvo R
d1e08uvan nhektpovikol Taxudpoyieiov mou avapEpovTal mapanave.
Napamopnéc:

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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© Tpocdeon omeppatolwapiwv wg GLVAPTNON TG MUKVOTNTAS TV OMTEPHATOC
@ Mpoodedepéva omeppatolwapla avd pikpoknAida & Xpovog (\emtd)

Enenynoeic oupBorwv
YupBoulevreite Tig Amootelpwpévo pexpron | Mnv amootelpwvete
08nyiec xpriong aktvoPohiag €K VEOU
[E @
Natnpriote oteyvo Ava dpto Beppokpaciag Kataokevaotrg

T -

Mpoiov piag xprone. Na | Mdvo ya emayyehpatikr | ApiBpoc avabewpnong
unv EavaypnotpomnotnBei xpron onpavong

® Rx Only

E¢ouaiodotnpévog
avimpdowmog 6Ty

Mn nupetoydvo (\iyotepo | Na pnv xpnatpomoinBei oe
amd 1 povdda evdotodivng | mepimtwong Bopacg Tg

marad. 33°C-on, de akdr 37°C-on is szamos kotddd spermium all rendelkezésre
a kivélasztashoz.

Technikai megfontolasok: A mikrofolt alakja: A PICSI" spermiumkivalasztd
eszkozon taldlhatd hialuronsav-mikrofolt krater alaku. A mikrofolt szélén a hidrogél
egy magasabb falat képez, a belseje alacsonyabb, lapos rétegbdl all. A fal rugalmas,
és szabdlytalan alaku lehet a hidrogél nem egyenletes hidrdldsa miatt.

A hidrogélbdl all6 fal elszakadhat, ha az ICSI-pipettat kozvetleniil ravezetik.
A spermiumok begy(ijtéséhez a legjobb a mikropipetta végét felemelve a mikrofolt
kozepe folé vinni, majd ott lejjebb engedni.

A mikrofoltban talalhato iiregek: A gyartds soran a nem egyenletes hidrélas miatt
a mikrofolt faldhan kicsiny, a fal belsg széle felé nyitott iregek alakulhatnak
ki. Az ilyen iiregekbe bedszd spermiumok itt elakadnak, de ez nem jelenti azt,
hogy kétddnének a hialuronsavhoz. Az dsszes elakadt spermium feje a mikrofolt
kozepétdl kifelé mutat, és farkuk erdteljesen mozog; itt a spermiumok gyakran
csoportosan vannak jelen. Az elakadt spermiumok feje oldaliranyban és esetenként
eldre-hatra is mozoghat az iireg falan beliil. Az ilyen elakadt spermiumot nem
javasolt kivalasztani, mert nem biztos, hogy kotddtek.

A mikrofolt stabilitdsa: Ha a mikrofolt faldnak eqy része levélik a polisztirén
lemezrdl, ugyanazok az erdk, amelyek az iiregeket létrehozzak, a mikrofolt falanak
a lemezr6l vald levaldsahoz és spirdl alakban vald feltekeredéséhez vezethetnek.
llyenkor a fal egy része vagy egésze elvalik a mikrofolttl. A mikrofolt belsé
részét alkoté hialuronsav-réteg azonban ép marad. A mikrofolt belsg részét
alkotd hialuronsav-réteg drdkon keresztiil stabil marad, és megkdti az ICSI-
hez haszndlhatd spermiumokat. A feltekeredett falmaradvényhoz kdtddd
spermiumokat nem javasolt kivélasztani.

Hibaelharitas: Ha a spermiumok nem kdtddnek a mikrofolthoz:

1. HBA® hialuronsav-kotodési teszt elvégzésével dllapitsa meg, hogy
a spermamintdban taldlhaték-e érett, hialuronsavhoz kot6dd spermiumok.
Ha a HBA-pontszam kdzel nulla (<5%), nem vérhat6 a spermiumok kotddése.
(Egyes laboratériumokban a donorsperma-minték akdr 10%-a esetében nem
figyelhetd meg kotddés. Ez a terméketlenséghez hozzdjaruld lényeges tényezd.)

2. Mennyi ideig tortént a spermiumok inkubéciéja a mikrofolton? A kotddés
kozvetlen dsszefiiggésben all a kitddéshez rendelkezésre allg iddvel. A spermiumok
véletlenszer(i irdnyban sznak, amig nem érintkeznek a hialuronsav-mikrofolttal.
A folthoz kotddott spermiumok szdma iddvel nd, ahogy egyre tobb spermium
érintkezik a mikrofolttal. Két ordn keresztiil rendszeresen tekintse meg
a mikrofoltot, hogy dsszegyiilt-e elegend spermium az ICS| eljarashoz.

3. Dontd jelentdségii a hialuronsavhoz kotédd spermiumok siriisége. A mikrofolt
gyors benépesitéséhez ml-enként legaldbb 100 000 hialuronsavhoz kotédd
spermium sziikséges. Ha a HBA-pontszdm alacsony, a hialuronsavhoz két6dd
spermiumok megfelelé szaméanak biztositdsahoz ndvelni kell a spermiumok
koncentréciéjat. Példaul, ha a HBA-pontszdm 10%, ml-enként dsszesen 1000 000
spermium sziikséges ahhoz, hogy ml-enként 100 000 hialuronsavhoz kétédd
spermium legyen a mintaban.

Figyelmeztetés! Az Amerikai Egyesiilt Allamok szdvetségi torvényei ezen
eszkoz drusitasat csak orvos ltal vagy orvos megrendelése esetén engedélyezik.
Az Elemzési igazolds a termékkel egyiitt keriil szallitésra, vagy kérésre megkaphatd
aforgalmaz6tol. Az eszkozt az Amerikai Egyesiilt Allamok 5 897 988. szamu
szabvanya és mas orszagok ennek megfeleld szabvanyai védik.

Kérdések és megjegyzések esetén: Forduljon a termék forgalmazdjahoz a fent
megadott telefonszdmon vagy e-mail cimen.
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PICSI" spermiumkivalaszté eszkoz
Hasznalati utasitas

Gyarto: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044, Amerikai Egyesiilt
Allamok

Forgalmazé: (CooperSurgical, telefon (Amerikai Egyesiilt Allamok):
+203-601-5200, www.hba-picsi.com

Felhasznalas javallata: A terméketlen parok intracytoplasmaticus
spermiuminjekcid (ICSI) segitségével valé kezelésében a PICSI® spermiumkivalaszté
eszkoz az érett spermiumok kivélasztasara szolgal.

Az eszk6z miikodésének elve: A petesejtet koriilvevd cumulus
oophorus réteg fG Osszetevje a hialuronsav. Az érett spermiumok fején
hialuronsav-receptorok taldlhatok, amelyek lehetdvé teszik az érett spermiumok
kotddését a hialuronsavhoz (1). Ezzel szemben az éretlen spermiumok
nem kotédnek a hialuronsavhoz. Az érett spermiumokra jellemzd a DNS-szél
nagyfoku integritdsa (2) és a kromoszéma-aneuploiditasok normalis gyakoriséga.
Ezek a spermiumok hasonld mddon jérulnak hozza a zigota létrejottéhez,
mint a természetes megtermékenyités sordn a zona pellucida altal kivalasztott
spermiumok (3).

Az1CSI szokdsos gyakorlatdhan a spermiumokat megtekintés (itjan, a morfoldgidjuk
és a mozgékonysaguk alapjan vélasztjak ki. Ez a megkdzelités azonban nem veszi
figyelembe a spermiumok genomikus integritasat és a zigéta létrejottéhez vald
legjobb apai hozzajéruldsra vl képességét. A PICSI” spermiumkivalasztd eszkoz
lehetdvé teszi az érett spermiumok kivalasztasét a hialuronsavhdl &llé gélhez valé
kotddésiik alapjan. A PICSI" spermiumkivalasztd eszkoz az érett spermiumoknak
a cumulus oophoroushoz valé természetes kotddését utanozza, amely fontos
szelekcids 1épés a természetes megtermékenyitéshen.

Leiras: A PICSI" spermiumkivalaszté eszkoz polisztirénbdl késziilt edény,
amelyben az alsé lemez belsg felszinéhez harom mikroszkopikus méret(i foltban
hialuronsav van kdtve. Az edény alsd lemezének a kiilsG felszine ki van domboritva
hdrom vonal formdjaban, amelyek segitik a mikrofoltok megtalalasat. Mindegyik
mikrofolt a rdmutatd vonal végétél szamitva 3 mm hosszisdgu és 2 mm szélesséq
teriileten talalhato. Az eszkoz 10° sterilitéshiztositasi szinten steril, gyakorlatilag
endotoxinmentes, és nem embriotoxikus.

Elokészités a hasznalatra: Hidrélja a hialuronsav-mikrofoltokat egy-egy
10 pl térfogatd cseppnyi, legaldbb 5 mg/ml szérumfehérjét tartalmazo humén
petevezeték-folyadékkal vagy mds, spermahigitdsra alkalmas folyadékkal;
a folyadékot jutassa a rdmutatd vonalak végéhez, a mikrofolt helyére (1. &bra).
Masik lehetdség, hogy a spermiumszuszpenziét kozvetleniil a mikrofoltra juttatja.
Ekkor az edény més részeire helyezhet polivinil-pirrolidon (PVP) vagy més,
a spermiumokkal valé manipulacidhoz hasznélhaté folyadékot is. A hasznélatra
valé eldkészitéshez Ovatosan juttasson az edényre szovettenyészet-olajat.
A mikrofolt hidrdlasa a spermiumok hozzaadasa el6tt lehetdvé teszi a hialuronsav
megduzzadasat. A hialuronsav-mikrofolt duzzaddsa és a spermiumok ktddése
normdlis esetben megkezdddik 5 percen beliil. Egyes esetekben azonban
a mikrofolt teljes kotési képességének kialakulsdig eltelhet 30 perc vagy ennél
hosszabb id6. Ezért ha azt tapasztalja, hogy a spermiumok csak kis mértékben
kotddnek a mikrofoltokhoz, el6zetesen hidrdljon Gj mikrofoltokat legaldbb
30 percen keresztiil, mieldtt elkezdi a spermiumok kivalasztdsat.

A PICSI" spermiumkivalaszté eszkoz hasznalata: Az elgzetesen
hidrélt mikrofoltra juttasson spermiumokat tartalmazé, a mikrofolt hidraldséahoz
alkalmazott folyadék mennyiségével egyenld vagy anndl nagyobb mennyiségi
(kdriilbeliil 10 pl) folyadékot. Erintse a spermiumokat tartalmazo mikropipetta
végét a hidrdlasra szolgalo csepp széléhez, az edény aljan, az olajréteq alatt,
és fecskendezze ki a spermiumokat. Ha a spermiumokat tartalmazé folyadék
ugyanakkora térfogatt, mint a hidréld folyadék, ez biztositja, hogy a spermiumok
azonnal elkeveredjenek benne, és a mikrofolt kozelébe keriiljenek. Ha kisebb
mennyiség(i, spermiumokat tartalmazé folyadékot juttat a csepp széléhez, tobb
mint 30 perc lehet sziikséges ahhoz, hogy a hidrald folyadékon keresztiil eljussanak
a mikrofolthoz. A hialuronsavhoz kétdddtt spermiumok konnyen azonosithatok:
nem haladnak annak ellenére, hogy a farkuk erdteljesen mozog.

A spermiumok kdtddését meghatérozd tényezék: Ahhoz, hogy a mikrofolt gyorsan
megteljen spermiumokkal, ml-enként koriilbeliil 100 000, hialuronsavhoz kot6dd

spermiumot (1020 pl térfogatban dsszesen koriilbeliil 1000-2000 spermiumot)
kell a mikrofolthoz juttatni, lasd a 2. brét. IdGvel egyre tobb spermium kotddik,
mert egyre tobb Usz6 spermium érintkezik a hialuronsav-mikrofolttal.

A spermiumok elhelyezkedése szerinti valogatds: A hialuronsav-mikrofolt széle
egy fizikai akadaly, amelyhez szamos spermium kotddik, mert altaldban elséként

ezzel érintkeznek. Néha nehéz megkiilonboztetni, hogy egy spermium kétddik
a hialuronsavhoz, vagy csak a mikrofolt széle felé dszik. Biztosan a hialuronsavhoz
kétddé spermiumot Ggy valaszthat ki, ha a mikrofolt kozepénél elhelyezkedd
spermiumot valaszt.

A kotddott spermiumok megfeleld sirliségének biztositdsa: Ha a kotédott

(PVP) mpokepévou va Ta emedepyaoteite yia ICSI (amevepyomoinon g oupds,
emavaglohynon g KIvNTIKGTNTAG kat TN pop@oloyiac.) Ao to atayovidio PVP,
emAE€Te éva pepovmpévo, emeSepyacpiévo ameppatolwdpto yia éyxuon ota wapla
GUPPWVA i€ TO TUTIKO TPWTOKOMO €yXuong.
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vahoupovikob o&éog emtuyydvetal o Beppokpaoie yaunhdtepes Twv 30 °C. Xe
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37 °C Ba petaBovv otoug 33 °C mepimov kat 0T Guvéyela Ba mapapeivouv o€
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spermiumok a megfeleld spermiumkivalasztdshoz tul stirn vagy tul ritkan
helyezkednek el, alkalmazzon higabb vagy stirGbb spermiummintét, és juttassa
ezt a kovetkezd mikrofoltra. A PICSI” spermiumkivélasztd eszkozon harom mikrofolt
taldlhatd, hogy erre lehetdséget biztositson.

A spermiumok begydjtése: A kotddott spermiumok begydjtéséhez helyezze
az ICSl-hez haszndlt mikropipetta végét a spermium mellé, és a spermium
beszivasahoz dvatosan szivjon folyadékot a pipettdba. Folytassa a begydjtést,
amig 20-50 spermiumot fel nem szivott. Az ISCl-re vald el6készitéshez (a farok
inaktivéldsa és a mozgékonysag és a morfoldgia ismételt értékelése) a felszivott
spermiumokat fecskendezze egy PVP-cseppbe. A PVP-cseppbdl vélasszon ki egy
eldkészitett spermiumot, és fecskendezze a petesejtbe a szokdsos protokoll szerint.

Homérséklet: A spermiumok a legjobban 30°C alatti hémérsékleten kotédnek
a hialuronsavgélhez. 30°C feletti hmérsékleten a spermiumok erételjesebben
Gsznak, és az dltaluk kifejtett erd legyézheti a hialuronsavhoz valé kotddés
erejét. Ennek kovetkeztében a szobahGmérsékleten kotddd spermiumok
koriilbeliil egyharmada 37°C-on haladd mozgést mutat, és ezért nem kotdddnek,
hanem éretlennek mindsiilne. A 37°C-ra melegitett alapra helyezett PICSI
spermiumkivalasztd eszkoz kb. 33°C-osra melegszik, majd ilyen hémérsékleti
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Dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI’
ApiBpog avagopdc MoooTa ApiBo¢ avapopdc Istruzioni per I'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'infertilita di coppia tramite ICSI (Iniezione
intracitoplasmatica dello spermatozoo), il dispositivo per la selezione degli
spermatozoi PICSI® & destinato alla selezione degli spermatozoi maturi per
I'iniezione.

Principio del dispositivo: I'acido ialuronico & 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 & maturo. Gli spermatozoi maturi sono
caratterizzati da un'levata integrita 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
motilita. Questo approccio, tuttavia, non rispecchia lntegrita genomica dello
spermatozoo, né la sua capacita di offrire il miglior contributo paterno allo zigote.
I dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI” costituisce un mezzo per
selezionare gli spermatozoi maturi, in funzione della loro capacita di legarsi
allidrogel dell'acido ialuronico. Il dispositivo per la selezione degli spermatozoi
PICSI® riproduce il legame naturale degli spermatozoi maturi al cumulo ooforo,
unimportante fase selettiva della fecondazione naturale.

Descrizione: il dispositivo per la selezione degli spermatozoi PICSI” & 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 é sterile, con
Sterility Assurance Level 10°, essenzialmente esente da endotossine e non tossico
per gli embrioni.

Preparazione per I'uso: idratare i micropozzetti con acido ialuronico, instillando
goccioline singole da 10 pl 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 € situato
il micropozzetto (Figura 1). In alternativa, & possibile aggiungere una sospensione
di spermatozoi direttamente al micropozzetto asciutto. In questa fase puo
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, I'acido ialuronico si espande.
Entro cinque minuti I'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 capacita 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
0 maggiore di quello utilizzato per preidratare il pozzetto (circa 10 pl). Far toccare
la punta della micropipetta contenente il liquido seminale sul bordo della goccia
per lidratazione sul fondo della piastra sotto I'olio ed espellere il liquido seminale.
Erogando un volume di liquido seminale uguale al fluido idratante, sono garantite
la miscelazione e I'erogazione del liquido seminale in prossimita 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 € instaurato, non ¢ 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 pl) sul micropozzetto; vedere la Figura 2. Con il passare del tempo,
il numero degli spermatozoi legati aumenta, poiché sono sempre di piti 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, & possibile sceglierli dalla parte interna del micropozzetto.

Adeguata densita degli spermatozoi legati: se la densita degli spermatozoi legati
& 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” & dotato di tre micropozzetti per offrire sufficienti opportunita.

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 I'lCSI (disattivazione della coda,
rivalutazione della motilita 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 allidrogel dell'acido ialuronico
a temperature inferiori a 30 °C. Oltre i 30 °C, il vigore degli spermatozoi aumenta
e la forza di movimento pud 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 puo 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.
A33°Coanche a 37 °C, & 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"
& caratterizzato da una forma a cratere. Il bordo del micropozzetto ¢ costituito da
una parete rialzata di idrogel che racchiude uno strato interno piatto. La parete
¢ flessibile e puo essere di forma irregolare a causa dell'idratazione non uniforme
dell'idrogel.

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

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

Insenature del micropozzetto: durante la produzione, I'idratazione non uniforme
puo causare la creazione di piccole insenature sulla parete del micropozzetto,
che si aprono verso il bordo interno della parete. Gli spermatozoi che nuotano
allinterno 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 dellinsenatura. Gli spermatozoi intrappolati non vanno
selezionati, poiché lo stato del legame non & chiaro.

Stabilita 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 I'lCSI. Gli spermatozoi legati alla parete arricciata non
vanno utilizzati per |a selezione e Iisolamento.

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 allacido ialuronico eseguendo il test di maturita spermatica
HBA". Se il risultato del test HBA & prossimo allo zero (<5 %), non sono presenti
spermatozoi con capacita legante. In alcuni laboratori fino al 10% della popolazione
di spermatozoi del donatore non mostra segni di legame e questo rappresenta
unimportante causa di infertilita.

2. Valutare la durata di incubazione del liquido seminale sul micropozzetto
La capacita legante & 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 densita degli spermatozoi che si legano all'acido ialuronico rappresenta un
fattore di estrema importanza. Il riempimento rapido del micropozzetto richiede
una densita pari ad almeno 100.000 spermatozoi che si legano all'acido ialuronico
perml. Seil risultato del test HBA & troppo basso, & necessario aumentare la densita
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 & 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, & disponibile a richiesta presso
il distributore. Questo prodotto & coperto da brevetto USA 5.897.988 e dalle
richieste di brevetto estere corrispondenti.

Domande e commenti: contattare il distributore telefonicamente o tramite
Iindirizzo e-mail fornito in precedenza.
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Figura 2, Spermatozoi legati in funzione del tempo e della densita.
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Latvian/Latviesu

PICSI’ Spermas atlases ierice

Lietosanas intrukcija

Razotajs: SIA "Biocoat™ 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Izplatitajs:  SIA  “CooperSurgical”, talrunis (ASV):  +203-601-5200
http://www.hba-picsi.com

Paredzéts lietosanai: Neaugligo paru arstésana ar intracitoplazmas
spermas injicéSanas metodi (ICSI), PICSI® spermas atlases ierice ir paredzéta,
|ai atlasitu nobriedusu spermu injekcijai.

lerices darbibas princps: Hialuronats ir galvenais olsinas uzkalnu
(cumulus oophorus) aptverosas struktiras komponents. Nobriedu3a spermija galva
ir hialuronanam atbilstoss receptors, kas nobriedusam spermijam |auj piesaistit
hialuronanu (1). Turpreti nenobriedusa sperma nepiesaista.
Nobriedusai spermai piemit augsta DNS virknes integritdte (2), normala
hromosomu aneuploidiju frekvence, un ta nodrosina tadu virisko ieguldijumu
zigotd, kas pielidzinams dabiskaja apauglosana pellucida zonas piesaistitajai
spermai (3).

Parastaja ICSI praksé spermiji injekcijam tiek atlasiti vizuali, pamatojoties uz
to morfologiju un kustigumu. Tomér $i pieeja nelauj noteikt spermas genoma
viengabalainibu un tas spéju nodrodinat vislabako virisko iequldijumu zigota.
PCSI” Spermas atlases ierice nodrosina iespéju atlasit nobrieduus spermijus,
pamatojoties uz to speju saistities ar hialuronana hidrogelu. PICSI" Spermas atlases
ierice atdarina dabisko nobrieduso spermiju piesaisti ofSiinas uzkalnam (cumulus
oophorous), kas ir svarigs atlases solis dabiskaja apauglo3ana.

Apraksts: PICSI” Spermas atlases ierice ir polistirola kultdrtrauks ar trim
hialuronana sikpunktiem, kas piestiprinati ta iek$&jam dibenam. Tris noradosas
[inijas, kas iespiestas uz trauka aréja dibena, atzimé sikpunktu atrasanas vietu.
Sikpunkts ir atrodams aptuveni 2 mm plata un 3 mm gara projekdijas laukuma no
norado3as Iinijas beigam. lerice ir sterila, sterilitates nodrosinajuma limenis 10°,
pilnigi tira no endotoksiniem un nav kaitiga embrijiem.

Sagatavosana lietosanai: Pie katras noradosas linijas beigam, kas norada
sikpunktu atrasanas vietu (1.attéls), samitrinat hialuronana sikpunktus, novietojot
vienu 10-pL cilvéka olvadu Skidruma (HTF) pilienu, kas satur vismaz 5 mg/mL
seruma proteinu vai citu atbilstoSu spermas atskaiditaju. Spermas suspensiju
var novietot arf tiesi uz sausa sikpunkta. Tai pasa laika cita vietd uz trauka var
tikt novietoti polivinilpirolidona (PVP) vai cita spermas manipulacijam noderiga
Skidruma pilieni. Lai sagatavotu to lietoSanai, uzmanigi iepludinat trauka audu
kultarellu. Mitrinot sikpunktus pirms spermas pievienoSanas, hialuronanam
dod laiku uzbriest. BrieSana un spermas piesaiste parasti sakas 5 mindsu laika.
Tomér dazi sikpunkti pilnu piesaistes spéju var sasniegt pec 30 minatém vai
vélak. Tapéc, ja tiek novérota spermas piesaistes aizkave, vélams pirms spermas
atlases 30 mindites vai ilgak veikt priek3mitrinasanu vai laut spermai inkubéties
uz punktiem 30 mindites vai ilgak.

PICSI" Spermas atlases ierices lieto$ana: Spermu novieto uz ieprieks
mitrinata sikpunkta tikpat liela apjoma vai vairak par to apjomu, kas lietots punkta
priek$mitrinaanai (aptuveni 10 pL). Pieskarties ar spermu saturosas mikropipetes
galu mitrinata piliena malai trauka dibena un zem ellas izspiest spermu. Novietojot
spermu tilpuma, kas vienads ar mitrinasanas skidrumu, tiek nodrosinata talitéja
spermas sajauk$anas un piekluve sikpunkta tiesa tuvuma. Ja sperma tiek
novietota mazaka daudzuma piles mala, ir vajadzigas vairak ka 30 minates, kamér
ta pa mitrinasanas skidrumu piepeldés sikpunktam. Kad piesaiste ir notikusi,
hialuronana piesaistito spermu viegli identificét: neskatoties uz energisku astites
vicinasanu, nenotiek aktiva parvietosanas.

Faktori, kas nosaka spermiju_piesaistisanos: Lai sikpunktu atri aizpildrtu
ar piesaistito spermu, novietot apméram 100 000 hialuronanam piesaistitamo
spermiju uz mL (kopa aptuveni 20-10 pL apjoma ir 1000-2000 spermiju)
uz sikpunktu, skatit 2. att. Laikam ritot, piesaistito spermiju skaits palielinasies,
jo arvien vairak peldoso spermatozoidu pieklds hialuronana sikpunktam.

Spermas _novietojuma izvéle: Hialuronana sikpunkta mala ir robeza, pie kuras
piesaistisies daudzi spermiji, jo tas parasti ir pirmais kontaktpunkts. Dazreiz ir
grati atskirt, vai spermiji ir piesaistijusies, vai tie vienkarsi peld iepretim sikpunkta
malai. Jus varat bat parliecinati, ka izvélaties piesaistijusos spermijus, izvéloties tos
no sikpunkta iekSpuses.

Vélama piesaistitas spermas blivuma ieguve: Ja piesaistitas spermas blivums
ir parak augsts vai parak zems labas spermas atlasei, atskaidiet to vai veidojiet
sagatavotas spermas paraugu koncentratu un izmantojiet pielagoto spermas
paraugu nakama stkpunkta séklo3anai. Lai nodrosinatu pietiekamas iespéjas, katra
PICSI" Spermas atlases iericé ir iestradati tris sikpunkti.

Spermiju_savak$ana: Lai savaktu piesaistijuSos spermijus, novietojiet 1CSI
mikropipetes galu blakus spermijam un viegli iesiciet Skidrumu pipeté, lidz
spermijs ir satverts, ievelkot taja spermiju. Turpiniet vakSanu, lidz ir savakti
20-50 spermiji. Izspiediet notvertos spermijus uz PVP piles, lai apstradatu tos
ICSI vajadzibam (astes deaktivésanai, kustiguma un morfologijas atkartotai

novértésanai). No PVP piliena izvélieties un panemiet vienu apstradatu spermiju,
ko injicét olSina saskana ar jusu standarta injekciju kartibu.

Temperatira: Sperma hialuronana hidrogéla vislabak piesaistas temperatira zem
30°C. Temperatara virs 30°C spermiju peldésanas spars palielinas un peldésanas
speks var parsniegt piesaistisanas spéku. Rezultats ir tads, ka aptuveni viena
tre3dala spermiju, kas piesaistitos istabas temperatra, 37°C uzradis pastiprinatu
migraciju, un var tikt noturéta par nesaistamu, nenobriedusu. PICSI” Spermas
atlases ierices trauki, kas novietoti uz 37°C sakarsétas platformas, sasilst lidz
aptuveni 33°C un saglaba So temperatiiru. Daudzi piesaistiti spermiji saglabas
athilstibu atlasei 33°C vai pat 37°C temperatira.

Tehnologijas apsvérumi: Sikpunkta forma: PICSI" Spermas atlases ierices
hialuronana sikpunktiem ir kratera forma. No sikpunkta malas ap zemu, lézenu
ieksejo slani ir izvirzita hidrogela siena. Siena ir elastiga un var bat neregularas
formas nevienmériga hidrogéla mitrinajuma dél.

Hidrogéla siena var tikt sadurta un saplésta ar ICSI mikropipeti, ja to spieZ tiesi taja
ieksa. Vislabak spermiju vaksanas laika ir novietot paceltu mikropipetes galu pari
sikpunkta iek3pusei un nolaist to uz sikpunkta virsmas.

Sikpunkta padzilinajumi: Razo3anas laika nevienmériga mitrinasana var izraisit
sikpunktu sieninu segmentos nelielas “alas” ar atvérumu pret sieninas iekSmalu.
Spermiji, kas iepeld padzilinajuma, tiek iesprostoti, nevis piesaistiti. lesprostotie
spermiji parasti ir vérsti uz stkpunkta arpusi un izrada enerdisku astites vicinasanu,
bieZi veido pudurus. Notverto spermiju galvinas var parvietoties uz saniem, dazkart
pa padzilinajuma malam uz priekSu un atpakal. lesprostotos spermijus nedrikst
atlasit, jo to piesaistes statuss ir neskaidrs.

Sikpunktu stabilitate: Ja dala sienas atdalas no polistirola, tas pats spéks, kas rada
padzilinajumus, var izraisit stkpunkta sienas pakapenisku atdalisanos no trauka un
satisanos spiralé. Kad tas notiek, dala sienas vai ta visa atdalas no sikpunkta. Tomér
sikpunkta iekséjais hialuronana slanis paliek neskarts. lekéjais hialuronana slanis
ir stabils vairakas stundas, tas savac un saglaba piesaistito spermu, kas var tikt
izmantota ICSI. Sperma, kas piesaistita krokotajam sienas paliekam, nedrikst tikt
izmantota spermas atlasei un izolacijai.

Problému novérsana: Ja sperma nepiesaistas sikpunktiem:

1. Noteikt, vai spermas paraugs satur nobriedusus, hialuronanam piesaistamus
spermijus, parbautot ar HBA™ Hialuronana piesaistes kvalitates testu (Hyaluronan
Binding Assay). Ja HBA rezultats ir tuvu nullei (<5%), spermas piesaiste nav
paredzama (dazas laboratorijas lidz pat 10% donora spermas apjoma neuzrada
spermas piesaistes spéju. Tas ir bitisks faktors, kas veicina neauglibu).

2. Cik ilgi sperma tiek inkubéta uz sikpunkta? Piesaistisanas spéja ir tiedi saistita ar
piesaistei atvéléto terminu. Spermiji piesaistas, brivas peldésanas laika piek|astot
hialuronana stkpunktam. Punktiem piesaistito spermiju skaits pieaugs ar laiku, jo
vairak spermiju nonaks saskaré ar hialuronana sikpunktiem. Parbaudiet sikpunktu
periodiski vairak ka divu stundu laika, lai noskaidrotu, vai uzkrats pietiekami daudz
piesaistito spermiju ICSI procedarai.

3. Hialuronana piesaistitas spermas blivums ir svarigs. Lai sikpunkti tiktu
atri apdzivoti, vajadzigs blivums ar vismaz 100 000 hialuronana piesaistamo
spermiju uz mL. Ja HBA rezultats ir zems, kopéjais spermas blivums ir japalielina,
lai nodrosinatu efektivu hialuronana piesaistamo spermiju skaitu. Pieméram, ja
HBA raditajs ir 10%, lai iegitu 100 000 hialuronana piesaistamo spermiju uz mL,
bis nepiecieSams kopa 1 milj. spermiju.

Uzmanibu: ASV Federalais likums nosaka, ka Sis ierices pardosanu vai izrakstisanu
var veikt tikai arsts. Analizes sertifikats, ja tas jau nav piegadats ar stijumu, ir
pieejams péc pieprasijuma no piegadataja. i ierice ir ietverta ASV patenta
5897988 un attiecigo arvalstu patentu pieteikumos.

Jautajumi un komentari: Lidzu, sazinieties ar izplatitaju pa ieprieks noradito
talruni vai e-pasta adresi.
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PICSI’ spermatozoido parinkimo prietaisas
Naudojimo instrukcijos

Gamintojas: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 JAV

Platintojas: telefonas  (JAV):  +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

,CooperSurgical’,

Paskirtis: gydant nevaisingas poras intracitoplazmine spermatozoido
injekdija (ICSI), PICSI® spermatozoido parinkimo prietaisas parenka subrendus
spermatozoida.

Prietaiso veikimo principas: hialuronas yra pagrindiné
cumulus oophorus tarplastelinés medziagos sudedamoji dalis, supanti oocita.
Subrendusio  spermatozoido galvuté turi hialuronui bidinga receptoriy,
jgalinantj subrendusj spermatozoida prisijungti prie hialurono (1). PrieSingai,
nesubrendes  spermatozoidas  prisijungti  negali
Subrendusiam spermatozoidui bidingas didelis DNR grandinés vientisumas (2),
jprastas chromosomos aneuploidijos daznis ir téviskas indélis zigotai, lyginant su
spermatozoidu, patekusiu per skaidriaja sritj naturalaus apvaisinimo metu (3).
|prastoje ICSI praktikoje spermatozoidai injekcijai atrenkami vizualiai, pagal jy
morfologijg ir judéjima. Taciau Sis metodas neatspindi spermatozoido genominio
vientisumo ir jo gebéjimo zigotai atiduoti geriausias tévines savybes. PICSI*
spermatozoido parinkimo prietaisu galima parinkti subrendusius spermatozoidus
pagal jy gebéjima prisijungti prie hialurono hidrogelio. PICSI® spermatozoido
parinkimo prietaisas leidZia imituoti svarby nataralaus apvaisinimo atrankos etapa
— subrendusio spermatozoido susijungima su cumulus oophorous.

Aprasymas: PICSI spermatozoido parinkimo prietaisas yra polistireno
bakterijy auginimo indas su trimis hialurono mikrotaskeliais dugno viduje. Trys
linijos, jspaustos indo dugno iSoréje, palengvina mikrotaSkeliy issidéstyma.
Mikrotaskelis atsiranda mazdaug 2 mm plocio ir 3 mm ilgio projekcijoje nuo
i3destytos linijos galo. Prietaisas yra sterilus, pagal sterilumo uztikrinimo lygj 10°,
be endotoksino ir visiskai netoksiskas embrionui.

Paruosimas naudoti: sudrékinkite hialurono mikrotaskelius, dédami po
vienintelj 10-pl laselj Zmogiskojo kiausintakiy skyscio (angl. Human Tubal Fluid
— HTF), kuriame yra bent 5 mg/ml serumo baltymy arba kito tinkamo spermos
skiediklio, j kiekvieng iSdéstytos linijos gala, uzdengdami plota, kuriame yra
mikrotaskelis (1 pav.). Taip pat spermos suspensija galima déti tiesiai ant sauso
mikrotaskelio. Polivinilpirolidono laselius (PVP) ar kitus skyscius, kurie pravercia
siekiant lengviau manipuliuoti spermatozoidais, Siuo metu taip pat galima déti
bet kurioje indo vietoje. Atsargiai pripildykite inda audinio kultarai skirtu aliejumi
ir taip paruoskite naudoti. Sudréking mikrotaskelj prie$ dedami spermatozoida,
hialuronui sudarote salygas isbrinkti. Brinkimo ir jungimosi procesas paprastai
prasideda per 5 minutes ar net greiciau. Taciau, kai kuriems mikrotaskeliams
gali prireikti 30 minuciy ar net daugiau, kad pasiekty visa jungimosi pajéguma.
Todél pastebéje nezymy spermatozoidy jungimasi, 30-iai ar daugiau minudiy i
anksto sudrékinkite mikrotaskelj arba prie$ pasirinkdami spermatozoida leiskite
spermatozoidams inkubuoti ant taskelio 30 minudiy ar net ilgiau.

Kaip naudoti PICSI" spermatozoido parinkimo prietaisa: dékite
spermatozoidus j i$ anksto sudrékinta mikrotaskelj, tokio pat ar didesnio dydzio,
kuris buvo naudojamas taskeliui i$ anksto sudrékinti (mazdaug 10 pl). Prilieskite
mikropipetés su spermatozoidais galiuka prie indo su aliejumi dugne esancio
drékstancio laSo krasto ir iSleiskite spermatozoidus. Dédami spermatozoidus tokiu
pat, kaip ir drékinamasis skystis kiekiu, uztikrinsite, kad i$ karto prasidés maiSymosi
procesas, 0 sperma atsiras greta mikrotaskelio. Jeigu ant laselio krasto dedamas
mazesnis spermatozoidy kiekis, jiems gali prireikti daugiau nei 30 minuciy
prasibrauti iki mikrotaskelio per drékinantj skystj. Haliurona prisijungus
spermatozoida identifikuoti paprasta: nepaisant energingo plazdenimo uodegéle,
nebéra progresinés migracijos.

Spermatozoido jungimasi veikiantys veiksniai: siekiant sparciai pripildyti
mikrotaskelj prisijungusiais spermatozoidais, ant mikrotaskelio pridékite mazdaug
100 000 hialurong prisijungusiy spermatozoidy j ml (mazdaug 1000-2000
spermatozoidy i viso 10-20 pl taryje) (apie tai Zr. 2 pav.). Laikui bégant,
prisijungusiy spermatozoidy skaicius padidés, nes su hialurono mikrotaskeliu gali
kontaktuoti daugiau spermatozoidy.

Spermatozoido vietos parinkimas: hialurono mikrotaskelio sienelé yra fizinis
barjeras, prie kurio jungsis daug spermatozoidy, nes tai jprastai yra pirmasis
lietimosi taskas. Kartais sunku atskirti, ar spermatozoidai prisijunge, ar tik
paprastiausiai plaukioja prie3 mikrotaskelio krasta. Kad bituméte tikri, jog
parinkote prisijungusj spermatozoida, rinkités iS mikrotaskelio vidaus.

Kaip gauti gero tankio prisijungusia sperma: jeigu geram spermatozoido parinkimui
prisijungusiy spermatozoidy tankis yra per didelis arba per mazas, atskieskite arba
sutirstinkite paruosta spermos méginj ir naudokite pakoreguota spermos méginj
kitam mikrotaSkeliui apsodinti. Kad buty pakankamai galimybiy, kiekviename
PICSI" spermatozoido parinkimo prietaise pateikiami trys mikrotaskeliai.

Spermatozoidy surinkimas: norédami surinkti prisijungusius spermatozoidus,
nukreipkite ICSI mikropipetés galiuka Salia spermatozoido ir velniai jtraukite skystj
j pipete, kartu jtraukdami spermatozoida. Taip teskite ir toliau, kol pagausite 20—
50 spermatozoidy. Pagautus spermatozoidus iSleiskite j PVP la3a, kad bty galima
apdoroti juos pries ICSI (sustabdant uodegélés plasdenima, pakartotinai jvertinant
judéjima ir morfologija). IS PVP laselio irinkite ir jtraukite vieng apdorota
spermatozoida, skirta injekcijai j oocitus, taip, kaip numatyta standartiniame
injekdijos protokole.

Temperatiira: spermatozoidai su hialurono hidrogeliu geriausiai jungiasi esant
30 °C. Esant aukStesnei kaip 30 °C temperatirai, spermatozoidy plaukimo
greitis padidéja, todél plaukimo galia gali pranokti jungimosi galia. Kaip to
pasekmé, mazdaug viena treCioji spermatozoidy, prisijungusiy kambario
temperatiroje, pademonstruos progresine migracija, esant 37 °C, ir gali bti
palaikyti neprisijungusiais, nesubrendusiais. PICSI" spermatozoido parinkimo
prietaiso indams atvésus nuo 37 °C Silumos iki mazdaug 33 °C, jie iliks tokios
temperatiros. Esant 33 °C ar net 37 °C, daug prisijungusiy spermatozoidy isliks
tinkami parinkimui.

Metodo nustatymas: mikrotaskelio forma. PICSI" spermatozoido parinkimo
prietaiso hialurono mikrotaskelis yra kraterio formos. Mikrotaskelio krastas yra
pakilusi hidrohelio sienelé, supanti zema, plokscia vidaus sluoksnj. Sienelé yra
lanksti ir dél netolygaus hidrogelio sudrékinimo gali bati netaisyklingos formos.

Hidrogelio sienele galima pradurti ir jdréksti tiesiai duriant ICSI mikropipete.
Geriausia nukreipti pakelty mikropipetés galiuka virS mikrotaskelio vidaus
ir nuleisti jj ant mikrotaskelio paviriaus, o tada jtraukti spermatozoida.

Mikrotaskelio ertmés: gamybos metu, dél netolygaus sudrékimo mikrotaskelio
sienos segmentai gali sudaryti mazytes ,ertmes”, atsidarancias j vidinj sienelés
kradta. Spermatozoidas, jplaukes ertme, jstringa, o ne prisijungia. Istriges
spermatozoidas paprastai yra nusisukes nuo mikrotaskelio centro ir matosi tik
energingai besiplakancios uodegélés, daznai grupémis. |strigusiy spermatozoidy

galvutés gali judéti j Sonus, kartais pirmyn ir atgal tarp ertmes sieneliy. Negalima
rinktis jstrigusio spermatozoido, nes neaiski jo prisijungimo baklé.

Mikrotaskelio stabilumas: jeigu sienelés dalis atsiskiria nuo polistireno, dél ty
paciy, ertmes sukdrusiy jégy, mikrotaskelio sienelé gali palaipsniui atsiskirti
nuo indo ir susisukti, kaip spiralé. Taip atsitikus, dalis arba visa sienelé atsiskirs
nuo mikrotaskelio. Taciau mikrotaskelio vidinis hialurono sluoksnis liks
nesugadintas. Vidinis hialurono sluoksnis yra stabilus valandy valandas, surenka
ir priglaudzia prisijungusius spermatozoidus, kuriuos bus galima naudoti ICSI.
Spermatozoidy parinkimui ir izoliacijai negalima naudoti prie susisukusios sienelés
prisijungusiy spermatozoidy.

Trikdziy Salinimas: jeigu spermatozoidai nesijungia prie mikrotaskelio:

1. Nustatykite, ar spermos méginyje yra subrende, hialurong prisijungiantys
spermatozoidai, atlikdami HBA™ hialurono prisijungimo analize. Jeigu HBA
rezultatas yra apie nulj (< 5%), spermatozoidy jungimosi tikimybés néra
(kai kuriose laboratorijose, beveik 10 % donory spermos populiacijos nerodo
spermatozoidy jungimosi. Tai yra svarbus, prie nevaisingumo prisidedantis
veiksnys).

2. Kiek laiko spermatozoidai buvo inkubuojami mikrotaskelyje? Jungimasis
tiesiogiai priklauso nuo jungimuisi suteikto laiko. Spermatozoidai jungiasi,
kai jie kontaktuoja su hialurono mikrotaskeliu, plaukiodami atsitiktine tvarka.
Prie taskelio prisijungusiy spermatozoidy skaicius augs su laiku, priklausomai
nuo to, kiek spermatozoidy susidaré su hialurono mikrotaskeliu. Ne trumpiau
nei dvi valandas periodiskai patikrinkite mikrotaskelj, kad patikrintuméte, ar
1CSI procedirai susikaupé pakankamai prisijungusiy spermatozoidy.

3. Hialurona prisijungusiy spermatozoidy skaicius ypac svarbus. Kad mikrotaskelis
bty sparciai apsodintas, reikia bent 100 000 hialurong prisijungianciy
spermatozoidy ml tankio. Jeigu HBA rezultatas prastas, bendra spermatozoidy
tankj batina padidinti, kad gautysi veiksmingas hialurong prisijungianciy
spermatozoidy skaicius. PavyzdZiui: jeigu HBA rezultatas yra 10 %, bendras
spermatozoidy skaicius ml — 1 000 000, turés gautis 100 000 hialurong
prisijungianciy spermatozoidy ml.

Perspéjimas: vadovaujantis JAV federaliniais jstatymais, 3j prietaisa galima
parduoti tik gydytojams arba jy uzsakymu. Jeigu analizés patvirtinimo negavote su
siunta, pateike prayma jj galite gauti i$ platintojo. Prietaisas apsaugotas pagal
5897 988 JAV patentg ir atitinkamus uzsienio patentus.

Klausimai ir pastabos: j platintoja kreipkités minétu telefonu ar el. pasto 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.

1 pav., PICSI® indas

2 pav., Spermatozoidy prisijungimo priklausomybé nuo laiko ir spermatozoidy
tankumas.

© Spermatozoidy jungimasis kaip spermos tankumo funkcija @ Spermatozoidy
prisijungimas taske © Laikas (min.)
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PICSI’ Device for utvelgelse av saedceller
Bruksanvisning

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

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

CooperSurgical,

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

Devicens prinsipp: Hyaluronan en viktig del av cumulus oophorus laget
som omgir oocytten. Den modne sadcellens hode bzerer en hyaluronan-spesifikk
reseptor som gjor det mulig for modne szdceller & binde seg til hyaluronan (1).
| motsetning til dette, bindes ikke umodne saedceller. Modne
sedceller utviser en hgy DNA kjedeintegritet (2), en normal frekvens av
kromosomal aneuploidi og gir et faderlig bidrag til zygoten tilsvarende den for
saedceller utvalgt av zona pellucida ved naturlig befruktning (3).

Ved vanlig utovelse av ICSI, utvelges saedceller visuelt til injeksjon pa grunnlag
av deres morfologi og motilitet. Men denne fremgangsmaten avspeiler ikke
saedcellens genomiske integritet og dens evne til @ gi zygoten det beste faderlige
bidrag. PICSI" Sperm Selection Device gir mulighet til & velge modne sedceller pa
grunnlag av deres evne til & binde til hyaluronan hydrogel. PICSI” Sperm Selection
Device etterligner den naturlige binding av modne saedceller til cumulus oophorous,
et viktig selektivt skritt i naturlig befruktning.

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

Forberedelse til bruk: Fukt hyaluronan microdottene ved & plassere enkle
10-pL draper 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 omradet hvor microdotten befinner seg
(Illustrasjon 1). Alternativt kan spermie-suspensjonen tilsettes direkte til den
torre microdotten. Polyvinylpyrrolidon (PVP) draper eller andre vaesker som er
nyttige ved manipulering av sedceller kan ogsa plasseres andre steder pa skalen
pa dette tidspunkt. Fyll skélen forsiktig med vaevskulturolje for a forberede den til
bruk. Hydratisering av microdotten for tilsetting av seedceller gir hyaluronanen tid
til & svulme opp. Svulming og spermbinding begynner normalt etter 5 minutter
eller for. Men enkelte microdotter kan behgve 30 minutter eller mer for & na full
bindingsevne. Derfor, ndr marginal spermabinding observeres, prehydrer i minst
30 minutter, eller la sedcellene inkubere pa dotten i minst 30 minutter fer valg
av sperma.

Bruk av PICSI' Sperm Selection Device: Tilfay sperma til den
prehydrerte microdotten i en mengde tilsvarende eller starre enn den som ble brukt
til a prehydrere dotten (ca. 10 pL). Beror spissen av mikropipetten som inneholder
saedceller til kanten av den fuktgivende drdpen pa bunnen av skalen under oljen og
utstgt saedcellene. Ved @ levere saedcelelr i et volum tilsvarende hydreringsvaesken,
sikres umiddelbar blanding og levering av sperma til microdottens naerhet.
Huis sadcellene leveres i et mindre volum pa kanten av drépen, kan de behgve
30 minutter for & svamme gjennom hydreringsvaesken til microdotten. Nar de er
bundet, er hyaluronan-bundne sadceller lett identifiserbare: De utviser ingen
progressiv migrasjon til tross for kraftige halebevegelser.

Faktorer som styrer binding av sedceller: For raskt @ befolke microdotten med
bundne sadceller, plasser ca. 100.000 hyaluronan-bindende sedceller per
mL (totalt ca. 1.000-2.000 sadceller i 10-20 L volum) over microdotten, se
lllustrasjon 2. Etter hvert vil antall bundne saedceller gke ettersom flere syammende
seedceller kommer i kontakt med hyaluronan microdotten.

Valg av sedcelleplassering: Hyaluronan microdottens vegg er en fysisk barriere
som mange sdceller vil bindes til, ettersom dette vanligvis er det forste
kontaktpunktet. Det er enkelte ganger vanskelig a skjelne om sadceller er bundet
eller om de bare svommer mot kanten av microdotten. Du kan vaere sikker pa
a velge bundne sadceller ved & velge dem fra innsiden av microdotten.

0Oppna en god tetthet av bundne saedceller: Hvis tettheten av bundne sadceller er
for hoy eller for lav for god sadcelleutvelgelse, fortynnes eller konsentreres den
klargjorte szedpraven og den korrigerte saedpraven brukes til & s& neste microdott.
Det finnes tre microdotter pa hver PICSI” Sperm Selection Device for & gi en
tilstrekkelig mulighet.

Oppsamling av_sedceller: For @ samle en bundet sedcelle setter du ICSI
mikropipettens spiss ved siden av sedcellen og sug forsiktig veeske inn i pipetten,
og slik drar du inn sadcellene. Fortsett oppsamlingen inntil 20-50 saedceller er
fanget. Driv de fangede sadcellene inn i en PVP-drape for & behandle dem for
ICSI (inaktivere hale, reevaluere motilitet og morfologi.) Fra PVP-drapen, velg og
ta inn behandlede enkeltsaedceller for injeksjon inn i oocytene i samsvar med din
standard injeksjonsprotokoll.

Temperatur: Saedceller binder best til hyaluronan hydrogel ved temperaturer
under 30 °C. Ved temperaturer over 30 °C, okes sadcellenes svammeenergi og
svommekraften kan overvinne den bindende kraften. Resultatet er at omtrent
en tredjedel av de saedceller 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 skaler plassert pa et 37 °C oppvarmet trinn vil komme
opp i ca. 33 °Cog sd holde seq pa den temperaturen. Ved 33 °Ceeller til og med ved
37 °C, vil mange bundne sedceller forbli tilgjengelige for valg.

Teknikkoverveielser: Microdottens form: Hyaluronan microdott i PICSI®
Sperm Selection Device er kraterformet. Microdottens kant er en oppheyd 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 vaere hullet og revet opp av en ICSI mikropipette kjort rett
inn i den. Det er best & plassere den forheyde mikropipettespissen over det indre
av microdotten og senke den til microdottens overflate for & innhente szdceller.

Hulerimicrodotten: Under fremstilling kan ujevn hydrering fordrsake at det dannes
smd “huler” i segmenter av microdottveggen, som &pner mot den innvendige
kanten av veggen. Sadceller som svammer inn i en hule er fanget, ikke bundet.
Fangede sedceller vender vanligvis alle bort fra midten av microdotten og viser
kraftig slaende haler, ofte i kynger. Hodene til fangede sedceller kan bevege seg
sidelengs og enkelte ganger bakover og framover innenfor hulens vegger. Fangede
saedceller bor ikke velges ettersom deres bindingsstatus er uklar.

Microdottens stabilitet: Hvis en del av veggen atskilles fra polystyrenet, kan de
samme kreftene som danner huler forarsake at microdottveggen gradvis lasner
fra skalen og spoles opp som en fjer. Nar 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 saedceller som kan anvendes for ICSI. Seedceller bundet til den oppkrellede
veggresten skal ikke brukes til sedcelleutvelgelse og isolering.

Feilsgking: Hvis seedcellene ikke bindes til microdotten:

1. Fastsla at sedpreven inneholder modne, hyaluronan-bindende sadceller ved
a analysere med en HBA™ Hyaluronan Binding Assay. Hvis HBA -scoren ligger naer
null (<5 %), forventes ingen sadcellebinding (i enkelte laboratorier viser sa
mye som 10 % av donorspermpopulasjonen ingen sadcellebinding. Dette er en
vesentlig drsak til infertilitet).

2. Hvor lenge har sadcellen blitt inkubert pd microdotten? Binding er direkte
relatert til tildelt tid for binding. Saedcellene bindes nar de kommer i kontakt med
hyaluronan microdotten, ved tilfeldig svomming. Antallet sedceller bundet til
dotten oker med tiden, ettersom flere sedceller stater pa hyaluronan microdotten.
Kontroller microdotten periodisk i over to timer for & se om det har samlet seg opp
en tilstrekkelig mengde bundne saedceller for en ICSI prosedyre.

3. De hyaluronan-bindende sadcellenes tetthet er kritisk. Rask befolkning
av microdotten krever en tetthet pa minst 100.000 hyaluronan-bindende sadceller

per mL. Hvis HBA-scoren er lav, ma den samlede spermietettheten kes for & gi
et effektivt antall hyaluronan-bindende saedceller. For eksempel: Hvis HBA-scoren
er 10 %, vil det kreves totalt 1.000.000 sedceller per mL for & gi 100.000
hyaluronanbindende sadceller per mL.

Advarsel: USAs faderale lov begrenser denne devicen til & selges av eller pa
anvisning fra en lege. Et analysesertifikat, hvis det ikke allerede er levert sammen
med forsendelsen, kan fas pa forespgrsel hos forhandler. Denne devicen
omfattes av US-patent 5.897.988 og de samsvarende patenter gitt
iutlandet.

Sporsmél eller kommentarer: Vennligst kontakt forhandler pé telefonnummer

2. Yagdi, 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, Wiazanie nasienia w stosunku do czasu i gestosci nasienia.

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 hound 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® skalen

Illustrasjon 2, spermiebinding versus tid og spermietetthet.
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PICSI° — urzadzenie do selekgcji nasienia
Instrukcja uzytkowania
Producent: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 USA

Dystrybutor: +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

CooperSurgical, ~ tel. ~ (US):

Przeznaczenie: Urzadzenie do selekgi nasienia PICSI® stuzy do wyboru
dojrzatych plemnikow do iniekcji w leczeniu nieptodnych par za pomoca
docytoplazmatycznej mikroiniekgji plemnika (ICSI).

Zasada dzialania urzadzenia: Kwas hialuronowy jest sktadnikiem
macierzy wzgdrka jajonosnego oocytu. Gtéwka dojrzatego plemnika posiada
specyficzny receptor kwasu hialuronowego, ktéry umozliwia zwiazanie dojrzatego
plemnika z kwasem hialuronowym (1). Natomiast niedojrzate plemniki
nie wiaza sie z kwasem hialuronowym. Dojrzate plemniki odznaczaja sie
wysokg integralnoscia faricucha DNA (2), normalng czestotliwoscia aneuploidii
chromosomowych i stanowia wkiad ojca do zygoty poréwnywalny do wktadu,
jaki stanowi plemnik wybrany przez ostong przejrzysty podczas naturalnego
zaptodnienia (3).

W powszechnej praktyce ICSI plemniki do iniekcji sa wybierane wizualnie
na podstawie ich morfologii i ruchliwosci. Jednak takie podejscie nie odzwierciedla
genomowej integralnosci nasienia i jego zdolnosci do dostarczenia najlepszego
wkiadu ojca do zygoty. Urzadzenie do selekeji nasienia PICSI" umozliwia
dokonanie wyboru dojrzatych plemnikéw na podstawie ich zdolnosci wiazania do
hydrozelu hialuronowego. Urzadzenie do selekcji nasienia PICSI" imituje naturalne
zwigzanie dojrzatego plemnika ze wzgdrkiem jajonosnym, co jest waznym etapem
selekcyjnym podczas zaptodnienia naturalnego.

Opis: Urzadzenie do selekgji nasienia PICSI” to polistyrenowa szalka
do hodowli z trzema mikrodrobinami kwasu hialuronowego przytwierdzonymi
do wewnetrznego dna. Trzy linie lokalizujace wyttoczone na dnie zewnetrznym
szalki utatwiaja lokalizacje mikrodrobin. Mikrodrobina znajduje sie na obszarze
0 szerokosci ok. 2 mm i dtugosci ok. 3 mm rzutowanym z korica linii lokalizujacej.
Urzadzenie jest sterylne, o poziomie zapewnienia sterylnosci 10°, zasadniczo
wolne od endotoksyn i nietoksyczne dla zarodka.

Przygotowanie do pracy: Zwilzy¢ mikrodrobiny kwasu hialuronowego przez
umieszczenie pojedynczych kropel o objetosci 10 pl ludzkiego ptynu jajowodowego
(HFT) zawierajacego przynajmniej 5 mg/ml biatka surowicy lub innego
odpowiedniego rozciericzalnika nasienia na koricach kazdej linii lokalizujacej,
obejmujac obszar, w ktorym znajduje sie mikrodrobina (Rycina 1). Ewentualnie
zawiesing nasienia mozna bezposrednio dodac do suchej mikrodrobiny. Krople
poliwinylopirolidonu (PVP) lub innych ptynéw potrzebnych przy manipulacjach
nasieniem mozna réwniez umiesci¢ na szalce w tym samym czasie. Ostroznie
zalac szalke olejem do hodowli tkanek, aby przygotowac ja do uzycia. Nawilzenie
mikrodrobiny przed umieszczeniem nasienia umozliwia specznienie kwasu
hialuronowego. Specznienie i wiazanie nasienia rozpoczyna sig zazwyczaj w ciagu
5 minut lub wezesniej. Jednakze niektére mikrodrobiny wymagaja 30 minut lub
wiecej, aby uzyskac petne zdolnosci wigzace. Dlatego przed selekcja plemnikow,
gdy obserwuje sie wiazanie nasienia w bardzo matym stopniu, nalezy wstepnie
zwilza¢ mikrodrobiny przez 30 minut badZ dtuzej lub inkubowac nasienie
na mikrodrobinie przez 30 minut lub dtuzej.

Korzystanie z PICSI" — urzadzenia do selekcji nasienia: Dodac
nasienie do wstepnie zwilzonej mikrodrobiny w takiej samej lub wiekszej
objetosci niz ta, ktéra byfa uzyta do zwilzenia mikrodrobiny (ok. 10 pl). Dotkna¢
koricdwka pipety zawierajacej nasienie brzeg kropli zwilzajacej na dnie szalki pod
olejem i wypuscic nasienie. Dostarczajac objetos¢ nasienia réwng objetosci ptynu
zwilzajacego, zapewnia si¢ natychmiastowe wymieszanie i dostarczenie nasienia
w poblize mikrodrobin. Gdy dostarczy sie mniejsza objetos¢ nasienia na brzeg
kropli, plemniki moga potrzebowac wigcej niz 30 minut na dotarcie przez ptyn
nawilzajacy do mikrodrobiny. Po zwiazaniu do kwasu hialuronowego plemniki sa
fatwe do zidentyfikowania: nie migruja, mimo energicznie poruszajacej sie wici.
Czynniki_requlujace wiazanie plemnikow: Aby szybko zasiedli¢ mikrodrobing
zwigzanymi plemnikami, nalezy umiesci¢ ok. 100 000 zwiazanych z kwasem
hialuronowym plemnikow na ml (okoto 1000-2000 catkowitego nasienia
w objetosci 1020 pl) na mikrodrobinie, patrz Rycina 2. Wraz z uptywem czasu
zwigkszy sie liczba zwiazanych plemnikow na skutek kontaktu wiekszej liczby
Pywajacych” plemnikéw z mikrodrobing kwasu hialuronowego.

Wybér lokalizacji nasienia: Scianka mikrodrobiny kwasu hialuronowego stanowi
fizyczn bariere dla plemnikéw, do ktdrej wiele plemnikow sie zwiaze, gdyz jest to
zazwyczaj pierwszy punkt kontaktu. Czasami trudno jest rozrézni¢, czy plemniki sy
Zwi3zane, czy po prostu ptywaja obok krawedzi mikrodrobiny. Mozna by¢ pewnym
wyboru zwiazanych plemnikéw, wybierajac je z gtebi mikrodrobiny.

Uzyskiwanie odpowiedniej gestosci zwiazanego nasienia: W przypadku,
gdy gestos¢ zwiazanego nasienia jest zbyt duza lub zbyt mata, aby dokonac
odpowiedniego wyboru plemnikéw, nalezy rozcienczy¢ lub zatezy¢ przygotowana
prébke nasienia i uzy¢ dostosowanej probki nasienia do posiania na nastepnej
mikrodrobinie. W kazdym urzadzeniu do selekgji nasienia PICSI” znajduja sie trzy
mikrodrobiny, aby to umozliwic.

Pobér nasienia: Aby pobra¢ zwiazane nasienie, nalezy umiesci¢ koncowke
mikropipety ICSI obok nasienia i delikatnie zassa¢ ptyn do pipety, pobierajac
nasienie. Kontynuowac pobieranie az do wytapania 20-50 plemnikéw. Wypusci¢
pobrane plemniki na krople PVP w celu ich obrébki w ICSI (unieruchomienie wici,
ponowna ocena ruchliwosci i morfologii). Z kropli PVP nalezy wybra¢ i zatadowac
pojedynczy przetworzony plemnik w celu jego iniekcji do oocytu zgodnie
ze standardowym dla placowki protokotem iniekgji.

Temperatura: Plemniki najlepiej wiaza sie do hydrozelu kwasu hialuronowego
w temperaturze ponizej 30°C. W temperaturze powyzej 30°C zwigksza sie energia
ptywajacych plemnikéw i sita ptywania moze by¢ wieksza od sity wiazania.
W rezultacie okofo jedna trzecia plemnikéw zwiazanych w temperaturze
pokojowej wykazuje pewng ruchliwos¢ w 37°C i moga one zosta¢ uznane za
niezwiazane, niedojrzate. Szalki urzadzenia do selekgji nasienia PICSI” umieszczone
na podgrzewanym stoliku o temperaturze 37°C osiagna temperature okoto 33°C
i ja utrzymaja. W temperaturze 33°C, a nawet 37°C wiele zwigzanych plemnikow
jest dostepnych do wyboru.

Uwagi dotyczace techniki: Ksztatt mikrokropel: W urzadzeniu do selekcji
nasienia PICSI” mikrokrople maja ksztatt krateru. Krawedz mikrokropli stanowi
wzniesiona Scianka hydrozelu otaczajaca niska, ptaska warstwe wewnetrzna.
Scianka jest elastyczna i moze mie¢ nieregulamy ksztaft ze wzgledu na
nierownomierne uwodnienie hydrozelu.

Scianka hydrozelu moze zosta¢ przektuta lub rozdarta przez mikropipete 1CSI
skierowang bezposrednio w nia. Najlepiej jest umiesci¢ uniesiong koricéwke
mikropipety nad wnetrzem mikrokropli i opuscic ja do powierzchni mikrokropli
w celu pobrania plemnikow.

Szczeling w_mikrokropli: Podczas produkcji nieréwnomierne uwodnienie moze
spowodowac tworzenie przez $cianke mikrokropli matych ,jam” otwierajacych
sie ku wewnetrznej krawedzi Scianki. Plemniki, ktére wptyng w taka szczeline,
s3 uwiezione, a nie zwigzane. Wszystkie uwiezione plemniki zwykle odwracaja
sie od $rodka mikrokropli ku jej brzegom i energicznie poruszaja wiciami; czesto
53 pogrupowane. Gtowki uwiezionych plemnikéw moga poruszac sie na boki,
a czasami do przodu i do tytu w obrebie $cianek szczeliny. Nie powinno sie wybiera¢
uwiezionych plemnikow, gdyz ich status zwiazania jest niejasny.

Trwatos¢ mikrokropel: Jezeli czes¢ Scianki oddzieli sie od polistyrenu, to te same
sity, ktore tworza szczeliny, moga spowodowac stopniowe odtaczanie sie Scianki
mikrokropli od szalki i zwiniecie jej jak sprezyny. Gdy to nastapi, czes¢ lub catos¢
Scianki odtaczy sie od mikrokropli. Jednakze wnetrze mikrokropli, warstwa
hialuronowa, pozostanie nietkniete. Wewnetrzna warstwa hialuronowa jest
stabilna przez wiele godzin, gromadzi i miesci w sobie zwiazane plemniki, ktére
moga by¢ uzyte w ICSI. Plemniki zwiazane do skreconej resztki $cianki nie powinny
by¢ wykorzystane do wyboru i oddzielenia plemnikow.

Rozwiazywanie problemdw: Gdy plemniki nie wiaza sie z mikrokropla:

1. Nalezy okresli¢, czy probka nasienia zawiera dojrzate, zwigzane z kwasem
hialuronowym plemniki przez oznaczenie HBA" (test wigzania z hialuronianem).
Jezeli wynik testu HBA jest bliski zeru (<5%), nie jest spodziewane wiazanie
plemnikéw. (W niektérych laboratoriach az 10% populacji plemnikéw dawcy
nie wykazuje wiazania plemnikéw. Jest to znaczacy czynnik przyczyniajacy sie
do nieptodnosci).

2. Jak dtugo plemniki byty inkubowane na mikrokropli? Wiazanie jest bezposrednio
zwigzane z czasem, ktory byt na nie przeznaczony. Plemniki wiaza sie podczas
kontaktu z mikrokropl hialuronowa, gdy ptywaja w sposéb przypadkowy. Liczba
plemnikow zwigzanych z kropla wzrosnie z czasem, gdy wiecej plemnikow napotka
mikrokrople hialuronowa. Nalezy okresowo sprawdzac mikrokrople w ciagu dwéch
godzin, aby upewni¢ sie, 7e zgromadzono wystarczajaca liczbe zwiazanych
plemnikéw do procedury ICSI.

3. Najistotniejsza jest gestos¢ nasienia zwiazanego z kwasem hialuronowym.
Szybka populacja mikrokropli wymaga przynajmniej 100 000 zwiazanych
z kwasem hialuronowym plemnikéw na ml. Jezeli wynik testu HBA jest niski,
nalezy zwiekszy¢ gestos¢ nasienia catkowitego, aby dostarczy¢ wystarczajaca liczbe
plemnikéw zwiazanych z kwasem hialuronowym. Na przyktad: gdy wynik testu
HBA wynosi 10%, wymagane bedzie 1000 000 plemnikéw na ml, aby dostarczy¢
100 000 plemnikéw zwiazanych z kwasem hialuronowym na ml.

Ostrzezenie: Prawo federalne USA zezwala na sprzedaz tego urzadzenia
wytacznie lekarzowi lub na jego zlecenie. Swiadectwo analizy, jezeli nie zostato
dostarczone z przesytka, jest dostepne na zyczenie u dystrybutora. To urzadzenie
jest objete patentem w USA 5 897 988 oraz odpowiednimi zagranicznymi
whnioskami patentowymi.

Pytania lub uwagi: Nalezy skontaktowac sie z dystrybutorem pod numerem
telefonu lub adresem e-mail podanymi powyzej.

Pismiennictwo:

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.

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

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

CooperSurgical,

Utilizacao prevista: No contexto de tratamento de casais inférteis através
de Injecgdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI), o Dispositivo de seleccao
de espermatozéides PICSI® é indicado para a seleccdo de espermatozéides maduros
para injeccao.

Principio do dispositivo: 0 acido hialurénico é um componente principal
damatriz do cumulus oophorus que cobre o ovécito. A cabeca de um espermatozdide
maduro transporta um receptor especifico de cido hialurénico que permite ao
espermatozdide maduro ligar-se ao dcido hialurénico (1). Em contrapartida,
os espermatozéides imaturos nao realizam esta ligagao.
0Os espermatozéides maduros apresentam uma elevada integridade de cadeia
de ADN (2), uma frequéncia normal de aneuploidias cromossémicas, além de
facultarem uma contribuicdo paterna ao zigoto compardvel a dos espermatozéides
seleccionados pela zona peliicida durante a fertilizacao natural (3).

Na prética habitual de ICSI, os espermatozdides sao seleccionados visualmente para
injeccdo com base na sua morfologia e motilidade. No entanto, esta abordagem
ndo reflecte a integridade gendémica do espermatozdide e a sua capacidade
de facultar a melhor contribuicdo paterna ao zigoto. O Dispositivo de seleccdo
de espermatozdides PICSI" faculta uma forma de selecgdo de espermatozdides
maduros baseada na capacidade de ligacdo dos mesmos ao hidrogel de &cido
hialurénico. 0 Dispositivo de selecgao de espermatozéides PICSI” mimetiza a ligagao
natural dos espermatozéides maduros ao cumulus oophorous, uma etapa selectiva
importante na fertilizacao natural.

Descrigao: 0 Dispositivo de seleccdo de espermatozides PICSI” é uma placa
de cultura de poliestireno com trés micropontos de &cido hialurénico agregados
a base interior. Trés linhas de localizacdo gravadas na base exterior da placa
facilitam a localizacdo dos micropontos. O microponto encontra-se numa drea
com cerca de 2 mm de largura por 3 mm de comprimento que se estende a partir
da extremidade da linha de localizagdo. O dispositivo estd esterilizado ao Nivel de
garantia de esterilidade 10, sendo essencialmente isento de endotoxinas e ndo
toxico para embrides.

Preparacdo para a utilizacao: Hidrate os micropontos de dcido hialurdnico
colocando goticulas individuais de 10-pL de Fluido tubarico humano (HTF - Human
Tubal Fluid) com pelo menos 5 mg/mL de proteina sérica ou outro diluente de
espermatozdides adequado na extremidade de cada linha de localizago, cobrindo
a drea onde se situa o microponto (Figura 1). Em alternativa, a suspensao de
espermatozdides pode ser adicionada directamente ao microponto seco. Nesta
etapa, podem ser depositadas gotas de polivinilpirrolidona (PVP) ou outros fluidos
(teis para a manipulagdo de espermatozdides noutros pontos da placa. Encha
cuidadosamente a placa com 6leo de cultura de tecido para preparar a utilizacdo. A
hidratacdo do microponto antes da aplicagdo do esperma dd ao acido hialuronico
tempo para dilatar. A dilatacdo e a ligacdo dos espermatozdides comecam
geralmente dentro de 5 minutos ou menos. No entanto, alguns micropontos
podem levar 30 minutos ou mais a atingirem a capacidade de ligagdo total. Assim,
sempre que se observar ligagdo de espermatozdides marginal, pré-hidrate durante
30 minutos ou mais, ou permita que os espermatozéides incubem no ponto durante
30 minutos ou mais antes de seleccionar o espermatozdide.

Utilizar o Dispositivo de seleccdo de espermatozdides PICSI": Adicione os
espermatozdides ao microponto pré-hidratado num volume igual ou superior
aquele utilizado para pré-hidratar o ponto (cerca de 10 pL). Faca a ponta da
micropipeta que contém os espermatozéides tocar na extremidade da gota
hidratante na base da placa debaixo do dleo e expulse os espermatozdides.
Administrando espermatozdides num volume igual ao do fluido de hidratagéo,
garante-se a mistura e administracdo imediatas dos espermatozdides
a proximidade do microponto. Se os espermatozdides forem administrados
num volume inferior na extremidade da gota, pode ser necessdrio um tempo
superior a 30 minutos para permitir que os espermatozdides nadem no fluido
de hidratacdo até ao microponto. Depois da ligagdo, os espermatozéides ligados
a0 acido hialurénico sdo facilmente identificados: apesar do movimento vigoroso
das caudas, ndo demonstram migracdo progressiva.

Factores que determinam a ligacdo dos espermatozdides: Para popular
rapidamente o microponto com espermatozdides ligados, coloque cerca de
100 000 espermatozéides passiveis de ligacdo ao dcido hialurénico por mL
(aproximadamente 1 000-2 000 espermatozdides totais num volume de
10-20 pL) sobre o microponto; ver a Figura 2. Com o decorrer do tempo, o nimero
de espermatozéides ligados aumenta, a medida que mais espermatozdides
em natacdo entram em contacto com o microponto de acido hialurdnico.

Seleccdo da localizacdo dos espermatozéides: A parede do microponto de acido
hialurénico é uma barreira fisica com a qual muitos espermatozéides se ligam, uma
vez que esta constitui geralmente o seu primeiro ponto de contacto. Por vezes é
dificil distinguir se os espermatozéides estao ligados ou se estao simplesmente
a nadar contra a extremidade do microponto. Pode assegurar a escolha dos
espermatozdides ligados seleccionando-os no interior do microponto.

Obter uma boa densidade de espermatozdides ligados: Se a densidade dos
espermatozdides ligados for demasiado elevada ou baixa para uma boa seleccdo
de espermatozdides, dilua ou concentre a amostra de espermatozéides preparada
e utilize a amostra de espermatozdides ajustada no microponto sequinte. Cada
Dispositivo de seleccdo de espermatozdides PICSI™ traz trés micropontos para
garantir um ndmero de oportunidades suficiente.

Colheita de espermatozéides: Para colher um espermatozéide ligado, coloque
a ponta da micropipeta de ICSI junto aos espermatozdides e, com cuidado,
aspire fluido para o interior da pipeta, arrastando os espermatozdides.
Continue com a colheita até serem capturados 20-50 espermatozdides. Expulse
os espermatozéides 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 goticula de PVP, seleccione e deposite um
espermatozdide processado individual para injeccdo nos ovdcitos, de acordo com
o protocolo de injeccdo vigente.

Temperatura: Os espermatozdides ligam-se melhor ao hidrogel de dcido hialurénico
a temperaturas inferiores a 30 °C. A temperaturas superiores a 30 °C, o vigor de
natacdo dos espermatozdides aumenta e a forca dos movimentos pode sobrepor-se
afora da ligagdo. O resultado é o facto de cerca de um terco dos espermatozdides
ligados a temperatura ambiente apresentarem uma migracdo progressiva
atemperatura de 37 °C, podendo tornar-se incapazes de ligagao, ou seja, imaturos.
As placas de Petri do Dispositivo de seleccao de espermatozéides PICSI” submetidas
a temperatura de 37 °C chegardo aos 33 °C e permanecerdo a esta temperatura.
A 33 °Cou mesmo a 37 °C, muitos espermatozdides ligados mantém-se disponiveis
para seleccdo.

Consideragées técnicas: Forma dos micropontos: Os micropontos de acido
hialurénico do Dispositivo de seleccao de espermatozdides PICSI” tém forma
de cratera. A extremidade do microponto é uma parede elevada de hidrogel que
circunda uma camada lisa, interior e baixa. A parede é flexivel e pode ter uma forma
irregular devido a hidratacdo desigual do hidrogel.

A parede de hidrogel pode ser perfurada e rasgada se uma micropipeta de ICSI
entrar em contacto directo com a mesma. E aconselhvel colocar a ponta
da micropipeta elevada sobre o interior do microponto e descé-la até a superficie
do microponto para recuperar os espermatozdides.

Cavidades dos micropontos: Durante o fabrico, uma hidratacao inconsistente pode
levar segmentos da parede de micropontos a criar pequenas “cavidades” com
abertura para a extremidade interior da parede. Os espermatozéides que nadam
para dentro de uma cavidade ficam presos e ndo se ligam. Os espermatozéides
presos geralmente ficam orientados contra o centro do microponto, apresentando
caudas que batem vigorosamente e organizando-se muitas vezes em grupo.
As cabegas dos espermatozdides presos podem mover-se lateralmente e, por vezes,
para a frente e para trds, dentro das paredes da cavidade. Os espermatozéides
presos nao devem ser seleccionados, ja que o seu estado de ligacao € incerto.

Estabilidade dos micropontos: Se uma seccao da parede se separar do polistereno,
as mesmas forcas 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 ird separar-se do microponto.
No entanto, a camada interior de cido hialurénico do microponto permanecerd
intacta. A camada interior de acido hialurénico mantém-se estavel durante horas,
colhendo e guardando espermatozdides ligados que podem ser utilizados para ICSI.
0s espermatozdides ligados a parede enrolada restante nao devem ser utilizados
para seleccdo e isolamento de espermatozides.

Resolucao de problemas: Se os espermatozéides nao se ligarem ao microponto:

1. Mediante um Ensaio de ligacao do acido hialurdnico, HBA", avalie se a amostra
de espermatozdides contém espermatozdides maduros e passiveis de ligagdo ao
dcido hialurdnico. Se a classificacdo de HBA for proxima do zero (<5 %), néo é
previsivel a ocorréncia de ligagdo dos espermatozdides (em alguns laboratdrios,
um niimero tao elevado quanto 10 % da populacao de dadores de esperma ndo
apresenta ligacdo de espermatozdides. Este é um factor significativo que contribui
para a infertilidade).

2. Quanto tempo € que os espermatozéides foram incubados no microponto?
A ligacdo relaciona-se directamente com o tempo permitido para ligacdo.
0Os espermatozéides ligam-se quando entram em contacto com o microponto
de cido hialurénico, nadando aleatoriamente. O nimero de espermatozdides
ligados ao ponto cresce com o passar do tempo, a medida que mais
espermatozoides encontram o microponto de dcido hialurénico. Verifique
o microponto periodicamente ao longo de duas horas, avaliando se se acumularam
espermatozdides em nimero suficiente para um procedimento de ICSI.

3. A densidade de espermatozéides passiveis de ligacdo ao cido hialurénico
€ essencial. 0 populamento rdpido do microponto requer uma densidade de pelo
menos 100 000 espermatozdides passiveis de ligacdo ao acido hialurénico por
mL. Se a classificacdo de HBA for baixa, a densidade total de espermatozéides
deve aumentar para garantir um nimero efectivo de espermatozdides passiveis
de ligagao ao dcido hialurnico. Por exemplo: se a classificacao de HBA for de 10 %,
serdo necessdrios 1000 000 espermatozdides no total por mL para obter 100 000
espermatozdides passiveis de ligacao ao acido hialurénico por mL.

Aviso: a legislacdo federal dos EUA restringe a compra deste dispositivo a médicos
ou mediante prescricdo médica. Se a embalagem néo incluir um Certificado
de andlise, pode solicitar este documento ao distribuidor. Este dispositivo esta
protegido nos termos da patente dos EUA nimero 5 897 988 e respectivas
aplicagdes de patente estrangeiras.

®

Questdes ou comentarios: Contacte o distribuidor através do nimero de telefone
ou endereco electrénico apresentado abaixo.
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Figura 1, A placa PICSI®

Figura 2, Ligacdo dos espermatozéides em contraste com a densidade
de espermatozdides.

O ligacdo dos espermatozdides enquanto funcdo da  densidade
de espermatozdides @ Ligacao de espermatozdides por ponto © Tempo (min.)

Definigdes dos simbolos

Consultar asinstrugdes | Esterilizado mediante Limite superior

de utilizacdo irradiagdo da temperatura
[:E] [STERILE [ R | I e
Manter seco Néo voltar a esterilizar Fabricante

E

* &

Utilizacdo individual; | Exclusivamente para
ndo voltar a utilizar | utilizagdo profissional

® Rx Only

Apirogénico (menos de | Nao-citotdxico: testado |  Um Certificado de andlise
1 unidade de endotoxinas| por Teste em embrides |especifico do lote esta disponivel

Representante autorizado
na Comunidade Europeia

por dispositivo) derato de 1 célula mediante solicitagdo
¥
: '-:4}9) MEA
Distribuidor Utilizar antes de Niimero do lote
@ g LOT
Nimero de referéncia Ndmero de revisdo | Nao utilizar se a embalagem
para etiquetagem para etiquetagem apresentar danos
Quantidade Ntimero de referéncia
[
Romanian/Romana

PICSI’ Sistem de selectie a spermatozoizilor
Instructiuni de utilizare
Producator: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 SUA

Distribuitor: Telefon ~ (SUA):  +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

CooperSurgical,

Domeniu de utilizare: In tratamentul ICSI (injectare intracitoplasmatica
de spermatozoizi), sistemul de selectie a spermatozoizilor PICSI® este indicat
pentru selectia spermatozoizilor maturi in vederea injectarii.

Principiul de functionare: Acidul hialuronic este o componentd
principald 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 legatura de acest
tip. Spermatozoizii maturi prezintd o integritate ridicata a lantului ADN (2),
o frecventd normald a aneuploidiilor cromozomiale si asigura o contributie paternd
la zigot comparabild cu cea a spermatozoizilor selectati de zona pellucida in timpul
fecundarii naturale (3).

In practica ICSI obisnuita, spermatozoizii sunt selectati vizual pentru injectare
pe baza morfologiei si motilitatii lor. Totusi, aceasta abordare nu reflecta
integritatea genomica a spermatozoizilor si capacitatea acestora de a asigura cea
mai buna contributie paterna la zigot. Sistemul de selectie a spermatozoizilor PICSI”
permite selectarea spermatozoizilor maturi pe baza abilitatii acestora de a se lega
la hidrogelul pe bazé de acid hialuronic. Sistemul de selectie a spermatozoizilor
PICSI” imitd legarea naturald a spermatozoizilor maturi la cumulus oophorous,
o etapa de selectie importantd in cadrul fecundarii naturale.

Descriere: Sistemul de selectie a spermatozoizilor PICSI" este un vas Petri
din polistiren cu trei micropuncte cu acid hialuronic atasate pe fundul vasului in
interior. Trei linii de localizare in relief, pozitionate pe fundul vasului in exterior,
faciliteaza localizarea micropunctelor. Micropunctul se afld intr-o zond cu o l&time
de aproximativ 2 mm si o lungime de aproximativ 3 mm, in prelungirea liniei de
localizare respective. Produsul este steril (nivelul de asigurare a sterilitatii 10%),
practic lipsit de endotoxine si netoxic pentru embrioni.

Pregatirea pentru utilizare: Hidratati micropunctele cu acid hialuronic, aplicand
la capatul fiecdrei linii de localizare cate o picatura de 10-pl de Human Tubal Fluid
(HTF) continand cel putin 5 mg/ml proteind din ser sau orice alt diluant pentru
spermd adecvat, acoperind zona in care se afla micropunctul (Figura 1). Alternativ,
suspensia de spermd poate fi addugata direct pe micropunctul uscat. In acest
moment puteti aplica picaturi de polivinilpirolidond (PVP) sau alte lichide utile
pentru manipularea spermatozoizilor si in alte locuri de pe vas. Umpleti cu atentie
vasul cu ulei pentru culturd de tesuturi, in vederea pregatirii pentru utilizare.
Hidratarea micropunctului inainte de aplicarea spermatozoizilor lasd timp acidului
hialuronic sa isi mdreascd volumul. Expandarea si fixarea spermatozoizilor incep
in mod normal in maximum 5 minute. Totusi, unele micropuncte pot necesita
30 de minute sau mai mult pentru a ajunge la capacitatea de fixare maxima. Prin
urmare, de fiecare datd cand observati o legétura marginald de spermatozoizi,
efectuati o hidratare anterioard de 30 de minute sau mai mult sau permiteti
spermatozoizilor sa incubeze pe punct timp de 30 de minute sau mai mult inainte
de a-i selecta.

Folosirea sistemului de selectie a spermatozoizilor PICSI™ Adaugati
spermatozoizii pe micropunctul pre-hidratat, in cantitate cel putin egald sau
mai mare decat cea folosita la pre-hidratarea punctului (aproximativ 10 pl).
Atingeti vérful micropipetei care contine spermatozoizii de marginea picaturii de
hidratare aflate pe fundul vasului sub stratul de ulei si expulzati spermatozoizii.
Prin distribuirea spermatozoizilor intr-un volum egal cu cel al lichidului de
hidratare se asigurd amestecarea si livrarea instantanee a spermatozoizilor in
imediata apropiere a micropunctului. Dacd spermatozoizii sunt distribuii intr-
un volum mai mic pe marginea picdturii, poate fi necesar un timp mai mare de
30 de minute pentru ca acestia sa circule prin lichidul hidratant pana la micropunct.
Spermatozoizii legati la acidul hialuronic sunt usor de identificat: in pofida
miscarilor dinamice ale flagelului, acestia nu continud sa se deplaseze.

Factorii care determind fixarea spermatozoizilor: Pentru popularea rapida
a micropunctului cu spermatozoizi legati, agezati aproximativ 100.000 de
spermatozoizi legati la acid hialuronic per ml (aproximativ 1.000-2.000 de
spermatozoizi intr-un volum de 10-20 pl) deasupra micropunctului (consultati
Figura 2). Tn timp, numarul de spermatozoizi legati va creste, deoarece alti
spermatozoizi care fnoatd vor intra in contact cu micropunctul cu acid hialuronic.

Alegerea amplasarii spermatozoizilor: Peretele micropunctului cu acid hialuronic
este 0 barierd fizicd pe care se vor fixa mul{i spermatozoizi, deoarece acesta este, de
obicei, primul punct de contact. Uneori este dificil de observat dacd spermatozoizii
sunt legati la micropunct sau daca pur si simplu acestia inoata contra marginii
micropunctului. Pentru a vd asigura ca selectati spermatozoizi legatj, selectati-i din
zona interioara a micropunctului.

Obtinerea unei densitdti adecvate de spermatozoizi legati: Dacd densitatea
spermatozoizilor legati este prea mare sau prea micd pentru o selectie de
spermatozoizi corespunzatoare, diluati sau concentrati esantionul de sperma
pregatit si utilizati esantionul de sperma adaptat pentru distribuire pe urmdtorul
micropunct. Pe fiecare sistem de selectie a spermatozoizilor PICSI” se gasesc trei
micropuncte pentru asigurarea mai multor sanse de reusitd.

Colectarea spermatozoizilor: Pentru a colecta un spermatozoid legat,
pozitionati varful micropipetei ICSI in apropierea spermei si aspirati usor lichid
in pipetd, extragand spermatozoizii. Continuati colectarea pand la capturarea
a 20-50 spermatozoizi. Expulzati spermatozoizii capturati intr-o picitura de
PVP pentru a-i trata pentru ICSI (inactivand flagelul, reevaludnd motilitatea si
morfologia acestora). Din picdtura de PVP, selectati si incarcati cate un singur
spermatozoid tratat pentru injectare in ovocite conform protocolului standard de
injectare al unitdtii dumneavoastra.

Temperatura: Spermatozoizii se leaga cel mai bine la hidrogelul pe baza de acid
hialuronic la temperaturi sub 30 °C. La temperaturi de peste 30 °C, spermatozoizii
inoatd mai dinamic si forta de fnot poate depdsi forta de legare. Rezultatul este
cd aproximativ o treime din spermatozoizii legati la temperatura ambiantd vor
prezenta o migrare progresiva la 37 °Csi pot fi considerati nelegati, imaturi. Vasele
sistemului de selectie a spermatozoizilor PICSI" agezate pe o platforma incalzita
la 37 °Cvor ajunge la cca. 33 °C, dupd care vor rdméne la temperatura respectiva.
La 33 °Csau chiar la 37 °C multi spermatozoizi legati pot fi incd selectati.

Consideratii tehnice: Forma micropunctului: Micropunctul cu acid hialuronic
al sistemului de selectie a spermatozoizilor PICSI" are formd de palnie. Marginea
micropunctului este un perete de hidrogel indlfat, care inconjoard un strat interior
jos si plat. Peretele este flexibil si poate avea formd nerequlata din cauza hidratarii
neuniforme a hidrogelului.

Peretele de hidrogel poate fi perforat si rupt de o micropipeta ICSI introdusa direct
in el. Este indicat sa pozitionati varful ridicat al micropipetei deasupra interiorului
micropunctului si sa il coborati pe suprafata micropunctului pentru extragerea
spermatozoizilor.

Cavititile micropunctului: In timpul prelucrarii, este posibil ca hidratarea
neuniformd sa determine crearea in segmente ale peretelui micropunctului a unor
mici,cavitati” care se deschid catre marginea interioara a peretelui. Spermatozoizii
care noatd intr-o cavitate vor fi blocati, insd nu legati. De obicei, spermatozoizii
blocati sunt orientati in sens opus fata de centrul micropunctului si prezinta miscari
dinamice ale flagelului, adesea fiind grupati. Capetele spermatozoizilor blocati
se pot deplasa in lateral i uneori inainte si inapoi in peretii cavitatii. Spermatozoizii
blocati nu trebuie s fie selectati, deoarece starea lor de fixare este nesigura.

Stabilitatea micropunctului: Daca o parte a peretelui se separa de polistiren,
aceleasi forte care creeazd aceste cavitati pot cauza detasarea progresiva
a peretelui micropunctului de vas i rdsucirea acestuia asemenea unui arc. Atunci
cand se intampld acest lucru, peretele se va detasa partial sau total de micropunct.
Totusi, stratul interior de acid hialuronic al micropunctului va ramane intact. Stratul
interior de acid hialuronic raméne stabil timp de mai multe ore, colectand si
gdzduind spermatozoizi legati care pot fi utilizati pentru ICSI. Spermatozoizii legati
de fragmentul de perete rasucit nu trebuie sa fie folositi pentru selectare si izolare.

Solutionarea problemelor: Daca spermatozoizii nu se leagd de micropunct:

1. Verificati cu ajutorului unui test HBA” (test de fixare hialuronicd) daca esantionul
de sperma contine spermatozoizi maturi, care se pot lega la acidul hialuronic.
Dacé scorul HBA este aproape de zero (<5 %), nu se poate astepta fixarea
spermatozoizilor (in unele laboratoare, pand la 10 % din totalul de spermd donata
nu permite fixarea spermatozoizilor. Acesta este un factor semnificativ care
contribuie la infertilitate).

2. (4t timp a durat incubarea spermatozoizilor pe micropunct? Fixarea este legata
in mod direct de timpul permis pentru fixare. Spermatozoizii se fixeaza atunci cind
intrd in contact cu micropunctul cu acid hialuronic, in timp ce inoatd aleatoriu.
Numarul de spermatozoizi legati de punct va cregte in timp, pe mdsurd ce tot mai
multi spermatozoizi intalnesc micropunctul cu acid hialuronic. Verificati periodic
micropunctul pe parcursul a doud ore pentru a vedea dacd s-au acumulat suficienti
spermatozoizi legati pentru o procedura ICSI.

3. Densitatea spermatozoizilor legati la acid hialuronic este critica. Popularea rapida
a micropunctului necesitd o densitate de 100.000 de spermatozoizi legati la acid
hialuronic per ml. Daca scorul HBA este mic, densitatea totald de spermatozoizi
trebuie sa fie crescuta pentru asigurarea unui numar eficace de spermatozoizi
legati la acid hialuronic. De exemplu: dacd scorul HBA este de 10 %, va fi necesar un
numdr total de 1.000.000 de spermatozoizi per ml pentru asigurarea a 100.000 de
spermatozoizi legati la acid hialuronic per ml.

Avertisment: Legislatia federald a SUA permite achizitionarea acestui produs
exclusiv de catre medici sau la recomandarea acestora. Daca nu a fost deja furnizat
la livrare, un certificat de analiza este disponibil la cerere de la distribuitor. Acest
produs este acoperit de brevetul SUA 5.897.988 si de cererile de brevet
corespunzatoare din alte tari.

Intrebiri sau comentarii: Contactati distribuitorul la numarul de telefon sau
la adresa de e-mail de mai sus.
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Figura 1, Vasul PICSI®
Figura 2, Fixarea spermatozoizilor in raport cu timpul si cu densitatea
de spermatozoizi.
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Selection Device) ucnonb3yeTca Ana 0T60pa 3penibix CNepmue, NpeaHasHaueHHbIX
ANA MHTpauuTonnasmatnueckoro Beeaenua (ICSI) npu neyenun becnnopHbix nap.

MpuHunn peiictBuAa npu6opa. [ManypoHoBad KucoTa ABNAETCA
OCHOBHbIM  KOMMOHeHTOM crio  cumulus  oophorus  (aiiueBoro  byropka),
OKpyXaloLlero oBOLMT. Ha romoBke 3penoro Crepmaro3onpa pacnonoxeH
TManypoHcneunuuHblii - peuentop,  obecneynBawmii - cneLuduyeckoe
(BA3bIBaHIE €0 € r1anypoHoBoii kcnotoit (1). B cBoto ovepeb, He3penbiii
cnepmarto3ouf, Hecnoco6eH K Takomy CBA3bIBaHMIO.
3penblit cnepmuii XapaKkTepu3yeTca BbICOKOIA LienocTHoCTblo Lenoukn AHK (2),
HOPManbHOIl YacToTOi XPOMOCOMHOI aHeyNNoMAMM, a TaKkKe AOCTAaToUHbIM
YYaCTvem OTLIOBCKOTO FeHeTUYeCKOro MaTepiana B GopMIpOBAHIN 3UTOTbI; Takie
cnepmum otbupatotcs zona pellucida (npo3pauHoii 060710uKoiA) NpK €CTECTBEHHOM
onnogoTBopeHu (3).

06b1uHO B pamkax ICSI otbop cnepmaTo30Ma0B OCYLECTBAAETCA BU3YaNbHO —
10 Mopdonorni 1 NoZBIKHOCTU. TeM He MeHee Takoil MOAXOA He OTpaxaer
TeHOMHOIA LieNOCTHOCTI CepMiA i ero CnocoGHOCTU NpefocTaBuTL Haubonee
KauecTBeHHbI/i Matepuan Ana GpopmupoBaHmuA 3urotbl. Mpubop AnA cenekumm
cnepmato3ongos PICSI® npepHasHaueH Ana otbopa 3penbix Cnepmues,
BbIMONHAEMOTO HA OCHOBE WX CMOCOBHOCTI (BA3bIBAHUA C TManypoHOBbIM
rugporenem. Mpubop ana cenexuum cnepmatosongos PICSI® umutupyet npouecc
(BA3bIBAHNA 3peNblx cnepmues ¢ cumulus oophorous (AilLeBbIM byropkom) —
BaXHbIM 3Tanom ecTecTBEHHOTO OMNIOA0TBOPEHUA.

Onwucanne. lpubop ana cenekunn cnepmarozonpos PICSI® npepctanaer
€060/l NOAMCTUPONOBYIO YaLLKy ANA KyNbTUBUPOBAHUA C TPeMA MUKPOTOUKaMI
TI1aJTypOHOBOIA KMCNIOTbI, NPUKPENNEHHBIMI K BHYTPEHHE HIDKHei MoBepXHOCTH.
Tpu ykasylowme AMHUK, PacnoNOXKeHHble Ha BHELUHel HIDKHE: NoBepXHOCTH
yawkn, obneryalT o6HapyxeHue Mukpotouek. MukpoTouka pacnonoxeHa
B 007acTN WHPUHO/ 2 MM 1 AANHOIA 3 MM PAZOM C KOHLOM YyKasyloleit
nukvn. Tlpubop cTepunet (ypoBeHb rapaHTUM cTepunbHocTA coctasndet 10°€),
He CORepPXWT IHA0TOKCMHOB 11 HETOKCUYEH ANA SMOPUOHOB.

MoarotoBKa K McMonb3oBaHWI0. BbinonHWTe ruApaTaLiio MUKpOTOYeK,
700aBuB B 0671aCTH, PaconoxXeHHble Ha KOHLAX yKa3yloLux NuHWiA, no 10 Mkn
pacteopa HTF (pactBop, umuTvpyrowmii cpesly BHYTpU dannonuesbix Tpy6
YernloBeKa); KOHLIEHTPaLKA CbIBOPOTOYHOTO Genka B pacTBOpe [0MKHa COCTaBNATH
He MeHee 5 Mr/MA; BO3MOXHO UCMONb30BaHUe APYroro AUNIEHTa ceMeHHoil
KupkocT (cm. puc. 1). Takxke Bo3MoXHO 06aBneHme B3BecH Cepmato301[0B
HanpaMylo B CyXylo MUKpOTOuKy. Ha 3Tom 3Tane moxXHo Jo6aBuTb B Apyrue
06nacTv yawku kanau nonusuHuAnupponugoka (MBIM) uan Apyroit xuakocty,
Tpebyemoii Ana pabotbl o cnepmato3ouzamu. Ytobbl MOArOTOBUTH YLLKy
K MCNonb30BaHMI0, 0CTOPOXKHO HaneiiTe B Hee KynbTypasnbHoe Macno. aparauua
MUKpOTOYeK o JobasneHna cnepmues obecneunsaet HabyxaHue ruanypoHoBoit
Kucnotbl. HabyxaHue 1 (BA3biBaHWe CnepmueB 06bIYHO HaunHaeTca yepes
5 MUHYT (MM paHee). B HekoTopbIX Cryyasx AnA AOCTUXEHUA MOMHOLEHHON
(BA3bIBAlOLLEV CMOCOBHOCTM MUKPOTOUKAM MoXeT nmotpeboBaTbcA 30 MUHYT
wnm Gonee. Takum 06pa3om, e HabMIOJAETCA HEAOCTaTOUHOE C(BA3bIBAHUE
CNepmato30MA0B, BbINOMHUTE MpeABapUTENbHYI0 TUAPaTaLMio B TeueHue
30 MuHyT UK Gonee N6 MHKY6aLMIO CepMmbl B TOUKe B TeueHne 30 MUHYT Ui
6oree 10 TOr0, Kak BbINONHATD CeNleKLMIo CNepMaTo30MA0B.

Wcnonb3oBanue npubopa Aana cenekuum cnepmarosoupoB PICSI®.
[JlobaBbTe cnepmy B NpeABapUTeNbHO FMAPATUPOBaHHYI0 MUKPOTOUKY; 06beM
cnepmbl JIomkeH ObiTb Gonblue 06bema, UCMONb30BaHHOrO ANA TUApaTaLyui
Touku (npubausutenbHo 10 MKn), wau paBeH emy. KocHuTecb KoHuMKoM
MVKpONUNeTKI, COfepXaLLieil cnepmy, Kpas ruapaTupyloLLei Kanam Ha HibkHeit
TNOBEPXHOCTY YaLLKy (N0f, MacnioM) U BbITONKHUTE cnepmy. [lobasneHue 06bema
CnepMmbl, COOTBETCTBYIOLL{Ero 06bemy rapaTupytoLLeit XuakocTi, obecneunsaet
He3aMefMTeNbHOe NepemellnBaHMe 1 pacnpefeneHue Cnepmbl B 06macti
MuKpoTouki. Ecnu no6aBuTb MeHblumii 06bem cnepmbl Ha Kpail Kanau, TO
(nepmato3ongam Moxet notpe6oBaTbca 6Gonee 30 MUHYT AnA Toro, uToObl
106paTbCA 4O MUKPOTOYKM CKBO3b FUAPaTUPYIoLLLYIo Kanio. Cnepmuy, (BA3aHHble
C TVanypoHoBOW KUCIOTOW, Nerko ONpeAeNuMbl: OHM He 0BHapyXmBakT
TOCTYNaTenbHOro ABIKEHIA, HECMOTPA Ha aKTUBHOE BreHve XryTuka.

OakTopbl, onpefenslolme (BA3bIBaHMe cnepmueB. [nd 6bICTPOro 3anonHeHua
MUKPOTOUKN CBA3AHHBIMYU Cnepmuami Tpebyetca npubnuutensHoro 100 000
CNepMueB, (BA3bIBAIOLLMX TUAYPOHOBYIO KNCNOTY, Ha T Mn (NpubnusmTenbHo
1000—2000 cnepmues Ha 1020 Mkn obbema), cM. puc. 2. C TeyeHrem BpemeHm
YO CBA3AHHbIX CNepMUeB BYAET pacTi Mo Mepe Toro, KaK CnepMuu JOCTUratoT
MVKPOTOUKY U3 FManypoHOBOI KUCIOTbI.

Bbi6op pacnonoxetua cnepmues. (reHka MUKPOTOUKI U3 F1anypOHOBOI KICNOTbI
npezCTaBAAeT c060il Gu3nueckuii 6apbep, C KOTOPbIM (BA3bIBAETCA MHOXECTBO
cnepmues (T. K. 370 NepBoe MecTo KOHTaKTa). B HeKoTopbIX ClyyasX CNoXHO
Pa3nuuNTh, CBA3ANCA NIv CNEPMMUIA, WM OH NPOCTO HE MOXET NPOABUHYTHCA CKBO3b
Kpait MUKpoTouKkm. [ins 0T60pa CBA3aHHbIX CNEPMIUEB HYXHO UCMONb30BATH Te U3
HIX, KOTOpblE PACNoNaraioTca B BHYTPEHHeEI YacTi MUKPOTOUKY.

[locTikeHne [OCTATOUHOM MAOTHOCTY CBA3aHHbIX cnepmueB. Eciu niotHocTs
(BA3AHHbIX CIEPMUEB CIMLUIKOM BbICOKA WY CIMLLKOM HI3KA ANA KAUeCTBEHHOTO
ot6opa, TpebyeTca BbINONHUTL pa3BefeHue W KOHLEHTpUpoBaHue obpasua
CMepmbl 1 MCNONb30BATL 3TOT MOAMOULMPOBAHHIA 06pasel And 3aceBaHuA
Cneyloweil MUKpOTOuKN. [Ins oBecneveHus 3Toil BO3MOXHOCTU B Kax/oM
npubope Ana cenekumum cnepmato3ongos PICSI® umeeTca Tpu MUKPOTOUKM.

Ot6op cnepmues. /A otbopa CBA3aHHbIX CMepMueB PacronoXute KOHUMK
mukponunetku ICSI B cnepme M 0CTOPOXHO 3abepuTe XUAKOCTb MUNETKOI.
Mpononxaiite fo Tex nop, moka He OymyT 3axsaueHbl 20-50 cnepmues.
Bbinasute 3axBaueHHble cnepmun B kanmio MBI, utobbl 0bpabotats ux ans 1CSI
(MHaKTMBaLMA XryTUKOB, MOBTOPHAA OLIEHKa MOABWXHOCTY U Mopdonorun).
113 kannw MBI otbepuTe 1 3arpy3ute oAuH obpaboTaHHbiii cnepmato3ouns Ans
BBE/IEHNA B OBOLYT B COOTBETCTBIM C CMO/b3YeMbIM CTaHAAPTHbIM NPOTOKOOM
BBe/IeHNA.

Temnepatypa. OnTUManbHad Temnepatypa ANA  C(BA3bIBaHUA —CnepmueB
C TBporenem ruanypoHoBoii KNCnoTbl He npesbiwwaet 30 °C. Mpu Temnepatype
Bblwe 30 °C fBUratenbHas aKTUBHOCTb (CMEPMATO30MA0B MOBbILIAETCA
W UX CNOCOBHOCTb K MepenBIKEHINI0 MOXeT NpeB30TM (BA3bIBAIOLLYH
noco6HoCTb. B pe3ynbrate npumepHo 1/3 cnepmues, yCMewHo (BA3bIBAEMbIX
npu KoMHaTHo# Temnepatype, npu 37 °C 06HapyuBalT 3HauuTenbHoe
nepe/iBIXEHME 1 ONPeAENAIOTCA Kak HecBA3aHHbIe, Heapenble. Yalukin npubopa
ANA cenekumumM cnepmato3ongoB PICSI®, pa3meLueHHble Ha CTONMKe, pa3orpeTom
10 37 °C, pocturHyT Temnepatypbl 33 °C u coxpaHaT 3Ty Temnepartypy. lpu 33 °C
(v naxe npu 37 °C) MHorUe BA3aHHbIE CNepMaTo30iAbl No-NPexHeMy NOAXOAAT
Ans otbopa.

Texnnueckue acnektbl. Qopma Mukpotouek. MuKkpoToukm yawku npubopa
ANA cenekuyyun cnepmato3ongos PICSI® u3 ruanypoHoBoil KUCTOTbI UMetOT Gopmy
Kkpatepo. Kpaii MUKpoToueK NpesCcTaBnAeT MPUMOAHATYIO CTEHKY U3 rugporens,
OKPY>KaloLLylo BHYTPEHHWI, NNOCKkui Cnoit. (TeHKa ABNAETCA rMOKOW 1 MOXeT
6bITb HEPOBHOIE B CBA3Y C HEPaBHOMEPHOI! rMApaTaLyeil rugporens.

MTpu npamom nonaganun mukponunetku ICSI B cTeHKy U3 rupporens BO3MOXHbI
npoTbiKaHue W papbiB CTeHky. [lnA 3a6opa cnepmato30uoB Myulue Bcero
NPUNOAHATL HAKOHEUHUK MUKPOMMMETKN Haj MUKPOTOUKOR U OMYCTUTL ero
Ha N0BEPXHOCTb MUKPOTOYKY.

Yrnybnenna B mukpotoukax. Bo BpemA u3roToBnenus, HepaBHOMepHOI
TUAPATaLINA B CTEHKE MUKPOTOUKM MOTYT MOABAATLCA CETMEHTbI ¢ MaNleHbKIMI
yrny6neHnaAMM, OTKpbIBaloLuMecs K BHYTPEHHeMy Kpalo cTeHku. Cnepmum,
nonajaiolme B Takoe YrnybneHue, 3axBatbiBAlTCA, HO He CBA3bIBALTCA.
3axBaueHHble Cnepmuy 00bIYHO HaNpaBEHbI TONOBKOI OT LIEHTPa MUKPOTOUKN
11 4acTo COOUPAKTCA B KNACTEPbI CO 3HAYUTENBHOI NOABIKHOCTBIO KrYTUKOB.
TONOBKM 3aXBaueHHbIX CnepMueB MOTYT mepemeliatbcA BOOK, a Takxe
B HEKOTOPbIX Cllyuasix BNEPeA U Ha3ap BHYTPU CTEHOK Yriy6neHna. 3axsaueHHble
MepMun He NOANeXaT oTOOpPY, Tak Kak WX (BA3bIBaKLIAA CMOCOOHOCTb
He onpezeneHa.

(rabunbHOCTb _MMKDOTOUKW. B Cnyyae ecm yacTb CTEHKM OTAenUnach
0T NOUCTUPONIA, T€ e CUTbl, YTO CO3AAIOT YINY6NEHIA, NPUBOAAT K NOCTENEHHOMY
OTKPENNeHNIo MUKPOTOUKM M ee CBOPauMBaHMi0 Hanogobue npyxmHbl. Ecm
TaKoe MPOM3OLLN0, CTEHKA MOXET YaCTUYHO WIW MONHOCTbIO OTAENUTBCA OT
MMKPOTOUKY. OiHAKO BHYTPEHHAR YaCTb C10A TUasTyPOHOBOI KUCTOTbI OCTaHeTCA
HeTPOHYTO. BHyTpeHHuii cnoii coxpaHAeT CTabuNbHOCTb B TeueHue HECKONbKUX
4acoB; Ha HeM MO-NPEXHeMY BO3MOXeH 0T60P CBA3AHHbIX CIePMUEB, NPUTOAHBIX
ana CSI. Cnepmun, (BA3aBLLMECA CO CBEPHYTHIMI OCTaTKAMI CTEHKIA, He IOKHbI
UCNONb30BaTbCA ANA 0T60PA U N3ONALMM.

YctpaHeHue Henonazok. Ecnv cnepmuii He cBA3bIBALTCA C MUKPOTOUKOIA:

1. YnocToBepbTech, uTo 06pasels Crepmbl COAEPXKUT 3penble, (BA3blBalLLME
TUanypoHOBYI0 KWCMOTY criepmitu, BbimonkuB aHanu3 HBA” — Hyaluronan
Binding Assay (aHanu3 Ha cBA3bIBaHuUe rManypoHoBoIi kicnoTbl). Ecni nokasatens
HBA npubnnkaerca k Hynto (< 5 %), cBA3bIBaHMe CMepMUEB He OXUAETCA.
B Hekotopbix nabopatopusx o 10 % nonynAuuM JOHOPCKUX CMEpMUEB He
06HapyVBaeT (BA3bIBAHMA. ITO CYMTAETCA 3HAUNMbIM haKkTOpoM becnnoama.

2. Kak fonro BbINonHAMAC UHKy6aLumMA cnepmbl Ha Mukpotouke? (BA3biBaHMe
HanpAMYyl COOTHOCUTCA €O BpemeHeM WHKybauun. Cnepmun (BA3bIBAKOTCA
C MUKPOTOYKOl U3 TManypoHOBOI KMCNOTbI, KaK TONMbKO BO3HUKAET KOHTAKT
B pe3ynbTate UX CyyaitHoro nepemeLueHus. Yncno cnepmues, (BA3aBLUMXCA
€ MVKpOTOUKOW, pacteT co BpemeHeM. (nefyeT perynapHo npoBepATb
MUKPOTOUKYy B TeueHue [ABYX YacOB, OLEHMBAA KONMNYECTBO (BA3ABLUMXCA
cnepmueB (MpoBepss, AOCTaTOuHO JIn ux AnA npoueypbl ICSI).

3. TINOTHOCTb (BA3aHHBIX C TWANYPOHOBOW KMCNOTOI CMepmueB ABNAETCA
KPUTUYECKN BaXKHOW. BbicTpoe 3aceBaHMe MUKpOTOUKN TpebyeT NAOTHOCTH,
cocTaBnAwweid MuHUMyMm 100 000 CrOCOOHbIX K (BA3bIBAHMK CMepmiues
Ha 1 mn. Ecm nokasatenb HBA cmwkom HIU30K, Heo6xoaumo yBenuumTb o6yt
MNOTHOCTb CMepMIEB, YTOObI 0OeCTeunTb AOMKHOE KONMUECTBO CMOCOBHBIX
K (BA3bIBaHMIO cnepmueB. Hanpumep, ecin nokasatenb HBA coctasnset 10 %,
T0 AnA JoCTiKeHUA nnotHoctv 100 000 cnocobHbIX K (BA3bIBAHMIO CEpMUEB
Ha 1 mn Tpebyetca 06wwas nnotHoctb 1000 000 cnepmues Ha 1 mn.

Mpenynpexpaenue. B cootsetctaun ¢ defepanbHbim 3akoHom CLLUA npopaxa
[LaHHOTO NPUBOPa MOXKET BINOMHATCA TONbKO BPAYoM 160 MO PacnopsKeHuio
Bpava. (epTuuKaT KauecTBA MOXHO 3anpocuTb Y MOCTaBLUMKA, €U
OH He NpejocTaBneH B KOMMnekTe nocraBku. Ha panHoe u3penue
pacnpocTpaHserca Aeiictene natenta CLIA 5 897 988, a Takxke peiicTBue
APYrUX NHOCTPAHHBIX NATEHTOB.

Bonpocbl M KomMeHTapuu. (BsXWTeCb ¢ NOCTABLUMKOM N0 TenedoHy wim
INEeKTPOHHOI NoyTe (HoMep TeneoHa v afpec 1. NoUTbI NPUBEAEHb BbILLE).

(npaBoyHasA nuTepartypa:
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Miska PICSI’ na selekciu spermii

Navod na pouzitie

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

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

CooperSurgical,

Pouzitie: Miska PICSI® na selekciu spermii je indikovana pri liecbe neplodnych
parov pomocou intracytoplazmatickej injekcie spermii (ICSI) na vyber zrelych
spermii vhodnych na injekciu.

Princip misky: Hlavnou zlozkou Struktiry cumulus oophorus, ktora obklopuje
oocyt, je hyaluronan. Hlavicka zrelych spermii obsahuje Specificky receptor, ktory
umoziiuje vazbu zrelych spermii na hyaluronan (1). Nezrelé spermie
sa naopak neviazu. Zrelé spermie maji vysokd integritu retazca DNA (2),
beznu frekvenciu chromozomalnych aneuploidii a pre zygdtu predstavuju otcovsky
prispevok porovnatelny s prispevkom spermii vybratych prostrednictvom zona
pellucida pocas prirodzeného oplodnenia (3).

Pri obvyklom postupe metdédou ICSI sa spermie na vstreknutie vyberaju vizudlne
na zdklade ich morfolégie a motility. Tento pristup vsak nezohladiiuje genomicki
integritu spermie a jej schopnost byt najlepsim otcovskym prispevkom pre zygétu.
Miska PICSI na selekciu spermii umoziiuje vyber zreljch spermii na zéklade ich
schopnosti viazat sa na hydrogél hyaluronanu. Miska PICSI" na selekciu spermii
napodobiiuje prirodzend vézbu zrelych spermii na cumulus oophorous, ¢o je
dolezity krok vyberu pri prirodzenom oplodneni.

Opis: Miska PICSI" na selekciu spermii je polystyrénovd kultivatna miska
s troma mikrobodmi hyaluronanu prichytenymi na vnitornom dne. Umiestnenie
mikrobodov mozno ndjst pomocou troch lokalizacnych ciar vytvorenych
na vonkajsom dne misky. Mikrobod sa nachadza v oblasti priblizne 2 mm Sirokej
a3 mm dlhej, ktord zacina od konca lokalizacnej Ciary. Miska je sterilnd s droviiou
zabezpecenia sterility 10, v podstate bez endotoxinov a netoxickd pre embryd.

Priprava na pouzitie: Navihcite hyaluronanové mikrobody, pricom na
koniec kazdej lokalizacnej ciary naneste po jednej kvapke tekutiny z fudskych
vajickovodov (HTF) s objemom 10 l, ktord obsahuje aspori 5 mg/ml sérovych
bielkovin alebo roztok vhodny na riedenie spermii, pricom pokryte plochu, na
ktorej sa nachadza mikrobod (obr. 1). Suspenziu so spermiami mozno naniest aj
priamo na suchy mikrobod. V tomto kroku mozno tiez kdekolvek na misku naniest
kvapky polyvinylpyrolidonu (PVP) alebo inej tekutiny vhodnej na manipulaciu so
spermiami. Opatrne zalejte misku olejom na tkanivové kultdry, ¢im ju pripravite na
poutitie. Navlh¢enim mikrobodu pred aplikdciou spermii vytvorite casovy priestor
na nabobtnanie hyaluronanu. Nabobtnanie a viazanie spermii zacne obvykle do
5 mint alebo v kratSom case. Niektoré mikrobody vsak mdzu plnt schopnost
viazania ziskat az po 30 mindtach. Ak preto pozorujete nedostatocné viazanie
spermii, navlhcite body na 30 mindt alebo viac alebo nechajte spermie pred
selekciou inkubovat na bodoch 30 mindit alebo viac.

Pouzitie misky PICSI" na selekciu spermii: Na vopred navlhéeny
mikrobod pridajte spermie v objeme, ktory je rovny alebo Vvacsi ako objem pouzity
na navlh¢enie daného bodu (priblizne 10 pl). Spickou mikropipety, ktord obsahuje
spermie, sa dotknite okraja zvlhcujicej kvapky na dne misky pod vrstvou oleja,
avytlacte spermie. Nanesenim spermii v objeme, ktory sa rovna objemu zvlh¢ujicej
kvapky, zabezpecite okamzité zmieSanie a presunutie spermii do blizkosti
mikrobodu. Ak nenesiete spermie na okraj kvapky v mensom objeme, moze im
trvat viac ako 30 mindt, kym sa dostand cez zvlhcujicu kvapalinu k mikrobodu.
Po naviazani mozno jednoducho identifikovat spermie naviazané na hyaluronan: aj
napriek prudkym pohybom bicika sa nepohybuji smerom vpred.

Faktory, ktorymi sa riadi viazanie spermii: Ak chcete dosiahnut rychle naviazanie
spermii na mikrobod, naneste na mikrobod priblizne 100 000 spermif viazucich sa
na hyaluronan na ml (celkovo priblizne 1000 — 2000 spermii v objeme 10 — 20 pl);
pozrite obr. 2. Po urcitom ase, ked'sa viac plévajticich spermii dostane do kontaktu
s hyaluronanovym mikrobodom, sa pocet naviazanych spermii zvysi.

Vyber umiestnenia spermii: Stena hyaluronanového mikrobodu je fyzicka bariéra,
na ktord sa naviazu mnohé spermie, pretoZe je to obvykle prvy kontaktny bod.
Niekedy je tazké rozpoznat, ¢i su spermie naviazané alebo sa iba pohybuji proti
stene mikrobodu. Istotu, Ze vyberate naviazand spermiu, mdzete mat pri vybere
zvntitra mikrobodu.

Ziskanie vhodnej hustoty naviazanych spermii: Ak je hustota naviazanych spermif
prili§ vysoka alebo prilid nizka a neumoziiuje dobry vyber spermii, zriedte
pripraventi vzorku spermii alebo zvyste jej koncentréciu a pri ockovani dalSieho
mikrobodu pouZite upravent vzorku spermii. Na kazdej miske PICSI" na selekciu
spermii st tri mikrobody, ktoré pontkaju dostatok moznosti.

Odobratie spermii: Ak chcete odobrat naviazané spermie, umiestnite hrot
mikropipety ICSI vedla spermii a jemne vsajte tekutinu do pipety, pricom do nej
nasajete aj spermie. Pokracujte v odbere, kym neziskate 20 — 50 spermii. Viytlacte
odobraté spermie do kvapky PVP, aby ste ich mohli pripravit na postup ICSI
(inaktivacia bicika, opdtovné postdenie motility a morfoldgie). Z kvapky PVP
vyberte a odoberte jednotlivé samostatné spracované spermie na injekciu do
oocytov v stilade s beznymi postupmi pri injekcii.

Teplota: Spermie sa na hydrogél hyaluronanu najlepsie viazu pri teplote nizsej ako
30 °C. Pri teplotach vy3Sich ako 30 °C sa aktivita pohybujtcich sa spermii zvy3uje
a sila pohybu moze prevysit silu viazania. V ddsledku toho bude pri teplote 37 °C
priblizne u jednej tretiny spermii, ktoré sa viazu pri izbovej teplote, viditelnd
urditd progresivna migracia a mozu byt povazované za neviazané a nezrelé. Misky
systému PICSI" na selekciu spermii umiestnené na podlozke zahriatej na teplotu
37 °C dosiahnu teplotu priblizne 33 °C, ktord si ndsledne udrzia. Pri teplote 33 °C,
dokonca aj pri teplote 37 °C, je k dispozicii dostatok naviazanych spermii, z ktorych
mozno vybrat.

Technické aspekty: Tvar mikrobodu: Hyaluronanovy mikrobod na miske PICSI
na selekciu spermii md miskovity tvar. Okraj mikrobodu tvori stena z hydrogélu,
ktord obklopuje plochi vndtornd vrstvu. Stena je flexibilnd a v dosledku
nerovnomerného navlhcenia hydrogélu mdze mat nepravidelny tvar.

Stena hydrogélu moze byt prepichnutd a natrhnutd v désledku pohybu
mikropipety ICSI priamo proti stene. Pri odbere spermie je najlepsie umiestnit
vyvy3eny hrot mikropipety nad vnitornd cast mikrobodu a spustit ho smerom
nadol k povrchu mikrobodu.

Dutiny v mikrobode: Pri vyrobe méze nerovnomerné zvihcenie sposobit, Ze sa
v jednotlivych castiach steny mikrobodu vytvéraji malé dutiny otvorené smerom
k vnitornému okraju steny. Spermie, ktoré sa dostand do dutin, su zachytené,
nie naviazané. Zachytené spermie st obvykle vietky otocené smerom od stredu
mikrobodu a intenzivne pohybuiju bicikom, casto v zhlukoch. Hlavicky zachytenych
spermii sa mozu pohybovat do strén, a niekedy smerom dopredu a dozadu,
v stendch dutiny. Zachytené spermie sa nemajui vyberat, pretoze stav ich naviazania
je neisty.

Stabilita mikrobodu: Ak sa cast steny oddeli od polystyrénu, tie isté sily, ktoré
vytvorili dutiny, mozu sposobit, Ze sa stena mikrobodu postupne oddeluje od misky
a staca sa ako pruzina. V takom pripade sa cast steny alebo celd stena oddeli
od mikrobodu. Vnditornd hyaluronanova vrstva mikrobodu v3ak zostane zachovana.
Vniitornd hyaluronanova vrstva je stabilnd niekolko hodin a zachytava a uchovava
naviazané spermie, ktoré mozno pouZit pri metdde ICSI. Spermie naviazané na
skritené zvysky steny sa nemaju pouzivat na selekciu a izolaciu spermi.

Riesenie problémov: Ak sa spermie nenaviazu na mikrobod:

1. Pomocou analjzy HBA" s testom viazania na hyaluronan skontrolujte, &
vzorka spermii obsahuje zrelé spermie viaZuce sa na hyaluronan. Ak je vysledok
analyzy HBA blizky nule (<5 %), pravdepodobne neddjde k Ziadnej vazbe spermif
(V niektorych laboratériach az 10 % populdcie darcovskych spermii nevykazuje
schopnost viazania. Je to vyrazny faktor prispievajtci k neplodnosti.).

2. Ako dlho prebiehala inkubacia spermii na mikrobode? Vazba priamo stvisi
s dizkou inkubacie. Spermie sa naviazu, ked pri ich néhodnom pohybe déjde
ku kontaktu s hyaluronanovym mikrobodom. Pocet spermii naviazanych
na mikrobod postupom (Casu rastie, pretoze viac spermii pride do kontaktu
s mikrobodom. Pravidelne kontrolujte mikrobod pocas dvoch hodin, ¢i sa nazbieral
dostatocny pocet spermii pre metddu ICSI.

3. Hustota spermii viazucich sa na hyaluronan mé rozhodujuci vyznam. Na rychle
zaplnenie mikrobodu je potrebnd hustota minimalne 100 000 spermii viazucich
sa na hyaluronan na ml. Ak je vysledok analyzy HBA nizky, je potrebné zvysit
celkovii hustotu spermii, aby sa dosiahol dostatocny pocet spermii viazucich sa na
hyaluronan. Napriklad: Ak je vysledok analyzy HBA 10 %, bude na dosiahnutie
100 000 spermii viazucich sa hyaluronan na ml potrebna celkova hustota 1000 000
spermii na ml.

Upozornenie: Federalne zakony USA povoluji predaj tejto pomadcky len lekdrom
alebo na zdklade ich objednévky. Osveddenie o analyze, ak nie je sicastou dodévky,
poskytne na poziadanie distributor. Pomocka je chranend patentom 5 897 988
registrovanym v USA a prislusnymi patentovymi pravami uplatiiovanymi
v zahranici.

Otazky alebo pripomienky: Obratte sa na distribitora na telefonnom Cisle alebo
e-mailovej adrese, ktoré st uvedené vyssie.
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Obr. 1: Miska PICSI®
Obr. 2: Viazanie spermii v zvislosti od ¢asu a hustoty spermii.

© Viazanie spermii v zavislosti od hustoty spermii @ Pocet spermii naviazanych
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Pripomocek za selekcioniranje semencic PICSI’
Navodila za uporabo

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

Distributer: +203-601-5200,
www.hba-picsi.com

CooperSurgical, ~ telefon  (ZDA):

Namen uporabe: Pri zdravljenju neplodnih parov z neposrednim vnosom
semencice v citoplazmo jajcne celice (ICSI) je pripomocek za izbor semencic PICSI®
namenjen za selekcioniranje zrelih semencic.

Nacin delovanja pripomocka: Hialuronska kislina je glavna sestavina
plasti cumulus oophorus, ki obkroza oocit. Glava zrele semencice vsebuje
receptor, specificen za hialuronsko kislino, ki omogoca, da se zrela semencica
veze s hialuronsko kislino (1). Nasprotno pa se nezrele semencice
ne vezejo. Zrele semencice imajo visoko integriteto verige DNK (2), normalno
pogostost kromosomskih anevploidij in zagotavljajo ocetovski doprinos k zigoti,
ki je primerljiv z doprinosom semencic, ki jih izbere steklasta koZica med naravno
oploditvijo (3).

Pri obicajni praksi ICSI se semencice vizualno selekcionira za vnos na podlagi
njihovih morfoloskih lastnosti in gibljivosti. Vendar ta pristop ne uposteva
genomske integritete semencic in njihove sposobnosti zagotavljanja najboljsega
ocetovskega doprinosa k zigoti. Pripomocek za selekcioniranje semencic PICSI®
je sredstvo za selekcioniranje zrelih semencic na podlagi njihovih sposobnosti
vezave na hidrogel iz hialuronske kisline. Pripomocek za selekcioniranje semencic
PICSI" posnema naravno vezavo zrelih semencic na cumulus oophorous, pomemben
selektivni korak pri naravni oploditvi.

Opis: Pripomocek za selekcioniranje semencic PICSI” je polistirenska petrijevka
s tremi mikropikami iz hialuronske kisline, nanesenimi na notranjem delu
dna posodice. Tri orientacijske Crte, izbocene na zunanjem delu dna posodice,
omogocajo lazje dolocanje polozaja mikropik. Mikropika se nahaja na obmodju,
ki je Siroko priblizno 2 mm in dolgo 3 mm, ob konici orientacijske ¢rte. Pripomocek
je sterilen (stopnja zagotavljanja sterilnosti 10°¢), ne vsebuje endotoksinov in
ni toksicen za zarodek.

Priprava za uporabo: Mikropike hialuronske kisline hidrirajte tako, da na konec
vsake orientacijske ¢rte kanete eno 10 pL kapljico tekocine »Human Tubal Fluid« —
HTF, ki vsebuje vsaj 5 mg/mL serumske beljakovine ali drugega ustreznega
razreddila tako, da pokrijete obmodje, kjer je mikropika (Slika 1). Alternativno
lahko suspenzijo semencic dodate neposredno na suho mikropiko. Sedaj lahko
kamor koli drugam na posodico kanete tudi kapljice polivinilpirolidona (PVP) ali
druge tekocine za proces priprave semencic. Previdno preplavite posodico z oljem
za tkivne kulture in jo tako pripravite za uporabo. Hidracija mikropik pred nanosom
semencic daje hialuronski kislini dovolj ¢asa, da nabrekne. Nabrekanje in vezava
se obicajno zacneta v petih minutah ali manj, vendar lahko nekatere mikropike
potrebujejo 30 minut ali ve¢, da dosezejo polno zmogljivost vezave. Kadar opazite
mejno vezavo semencic, zato predhodno hidrirajte 30 minut ali vec ali pa pustite, da
se semencice inkubirajo na piki 30 minut ali ve¢ pred postopkom selekcije semencic.

Uporaba pripomocka za selekcioniranje semencic PICSI Predhodno
hidrirani mikropiki dodajte enako ali vecjo kolicino semencic, kot je bila kolicina, ki
ste jo uporabili za predhodno hidracijo pike (priblizno 10 pL). S konico mikropipete
s semencicami se dotaknite roba hidracijske kapljice na dnu posodice pod oljem
in sementice iztisnite. Ce vnesete enako kolicino semencic, kot je bila kolicina
hidracijske tekocine, sta takojSnje mesanje in vnos semencic v blizino mikropike
zagotovljena. Ce vnesete manjso kolicino sementic na rob kapljice, bo morda
treba pocakati ve kot 30 minut, da semencice priplavajo skozi hidracijsko tekocino
do mikropike. Semencice, vezane s hialuronsko kislino, enostavno prepoznamo:
ne kazejo progresivne migracije kljub intenzivnemu utripanju z repi.

Dejavniki, ki vplivajo na vezavo semencic: Za hitro preplavitev mikropike z vezanimi
semencicami prek mikropike nanesite priblizno 100.000 semencic, ki se veZejo
s hialuronsko kislino, na mL (priblizno 1.000—2.000 semencic skupno v 1020 pL) —
glejte Sliko 2. S¢asoma se Stevilo vezanih semencic poveca, saj pride vec plavajocih
semencic v stik s hialuronsko kislino.

PoloZaj semencic za selekcijo: Rob mikropike hialuronske kisline je fizicna meja,
na katero se bo vezalo veliko semencic, saj je to obicajno prva tocka stika. Vcasih je
tezko razlociti, ali so semencice vezane ali le plavajo proti robu mikropike. Da bi bolj
zanesljivo izbrani vezane semencice, jih izberite iz notranjosti mikropike.

Zagotavljanje dobre gostote vezanih semencic: Ce je gostota vezanih semencic
previsoka ali prenizka za dobro selekcijo semencic, pripravljen vzorec semencic
razredite ali zgostite in uporabite prilagojen vzorec semencic za vnos na naslednjo
mikropiko. Da bi zagotovili dovolj priloznosti, so na vsakem pripomocku
za selekcioniranje semencic PICSI” tri mikropike.

0dvzem semencic: Za odvzem vezanih semencic konico mikropipete ICSI postavite
poleg semencic in nezno vsrkajte tekocino v pipeto ter tako povlecite semencice.
Nadaljujte, dokler ne zajamete 20-50 semencic. Zajete semenice iztisnite
v kapljico PVP-ja za obdelavo za ICSI (inaktivacija repa, ponovno ocenjevanje
gibljivosti in morfoloskih znacilnosti). Iz kapljice PVP izberite in odvzemite
posamezne obdelane semencice za vnos v oocite v skladu z vasim standardnim
postopkom vnosa.

Temperatura: Semencice se najbolje vezejo na hidrogel iz hialuronske kisline pri
temperaturah pod 30 °C. Pri temperaturah nad 30 °C se intenzivnost plavanja
semencic poveca in plavalna sila lahko preseze silo vezave. Rezultat je, da
priblizno tretjina semencic, vezanih pri sobni temperaturi, progresivno migrira
pri 37 °Cin se lahko Steje, da niso vezane in so nezrele. Ce posodico pripomocka
za selekcioniranje semencic PICSI” poloZite na grelno plosco, ogreto na 37 °C, se bo
posodica ogrela do priblizno 33 °Cin bo nato obdrzala to temperaturo. Pri 33 °Cali
celo pri 37 °Costane na voljo za selekcijo veliko vezanih semencic.

Na kaj morate biti pozorni glede tehnike: Oblika mikropike: Mikropika
hialuronske kisline na pripomocku za selekcioniranje semencic PICSI” ima obliko
lijaka. Rob mikropike je dvignjena stena hidrogela, ki obkroza niZjo, 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 povrsino mikropike za odvzem semencic.

Jamice mikropike: Med izdelavo lahko neenakomerna hidracija povzrodi,
da segmenti stene mikropike ustvarijo majhne »jamice, ki so proti notranjemu
robu stene odprte. Semencice, ki plavajo v jamico, se ujamejo in se ne vezejo. Ujete
semencice so obiajno obrnjene proc od sredine mikropike in intenzivno utripajo
z repi ter so pogosto v skupkih. Glave ujetih semencic se lahko premikajo bo¢no
in véasih naprej in nazaj znotraj sten jamice. Ujetih semencic ne smete izbrati,
saj njihovo stanje vezave ni jasno.

Stabilnost mikropike: Ce se del stene loci od polistirena, lahko sile, ki ustvarijo
jamice, povzrodijo, da stena mikropike progresivno odstopi od posodice in se zvije
kot vzmet. Ce se to zgodi, se lahko nekaj stene ali vsa stena loci od mikropike.
Vendar bo plast hialuronske kisline v notranjosti mikropike ostala nedotaknjena.
Plast hialuronske kisline v notranjosti je stabilna ve¢ ur — zbere in uskladis¢i vezane
semencice, ki jih lahko uporabite za ICSI. Semencic, ki se vezejo na zavit ostanek
stene, ne smete uporabiti za selekcioniranje in izolacijo semencic.

Odpravljanje te7av: Ce se semencice ne veZejo na mikropiko:

1. Ugotovite, ali vzorec semencic vsebuje zrele semencice, ki se veZejo
na hialuronsko kislino, s testom HBA® — Hyaluronan Binding Assay (test vezave
na hialuronsko kislino). Ce je rezultat HBA skoraj ni¢ (<5 %), vezava sementic ni
pricakovana. (V nekaterih laboratorijih se do 10 % populacije semencic darovalca
ne veze. To je pomemben dejavnik, ki prispeva k neplodnosti.)

2. Kako dolgo so bile semencice inkubirane na mikropiki? Vezava je neposredno
povezana s ¢asom, ki je dovoljen za vezavo. Semencice se vezejo, ko pridejo v stik
s hialuronsko kislino, medtem ko nakljuéno plavajo. Stevilo sementic, vezanih
na piko, bo scasoma naraslo, saj bo vec semencic naletelo na mikropiko hialuronske
kisline. Vsaki dve uri preverite mikropiko in opazuijte, ali se je nabralo dovolj vezanih
semencic za postopek ICSI.

3. Gostota semencic, ki se veZejo na hialuronsko kislin, je kljucna. Hitra naselitev
mikropike zahteva gostoto vsaj 100.000 semencic, ki se veZejo na hialuronsko
kislino, na mL. Ce je rezultat HBA prenizek, je treba skupno gostoto sementic
povecati, da se zagotovi ucinkovito 3tevilo semencic, ki se veZejo na hialuronsko
kislino. Na primer: ¢e je rezultat HBA 10 %, bo potrebnih skupno 1.000.000 semencic
namL, da se na mL zagotovi 100.000 semenic, ki se veZejo na hialuronsko kislino.
Opozorilo: Zvezni zakoni ZDA dovoljujejo prodajo tega pripomocka le zdravnikom
ali po narocilu zdravnika. Potrdilo o analizi, ce ni prilozeno ob dobavi, je na zahtevo
na voljo pri distributerju. Pripomocek je zasciten s patentom ZDA 5.897.988
in ustreznimi tujimi patenti.

Vprasanja ali komentarji: Obmite se na distributerja na zgornjo telefonsko
Stevilko ali elektronski naslov.
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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. Yagdi, A., W. Mark, J. Stronk in 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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Slika 1 - Posodica PICSI®
Slika 2 - Vezava semencic glede na ¢as in gostoto semencic.
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Dispositivo selector de espermatozoides PICSI®
Instrucciones de uso
Fabricante: Biocoat, Inc., 211 Witmer Rd., Horsham, PA 19044 EE.UU.

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

CooperSurgical,  Teléfono

Uso indicado: En el tratamiento de parejas infértiles mediante inyeccion
intracitopldsmica de espermatozoides (ICSI, por sus siglas en inglés),
el dispositivo selector de espermatozoides PICSI® estd indicado para la seleccién
de espermatozoides maduros para su inyeccion.

Principio de funcionamiento:El hialuronano es unodelos componentes
principales de la matriz del ciimulo odforo que rodea el oocito. La cabeza de un
espermatozoide maduro es portadora de un receptor especifico 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 aneuploidias cromosdmicas, y proporcionan una contribucion paterna
al cigoto comparable con la del espermatozoide seleccionado por la zona pelicida
durante la fertilizacion natural (3).

En la practica habitual de ICSI, los espermatozoides se seleccionan visualmente
para la inyeccidn teniendo en cuenta su morfologia y motilidad. No obstante, este
enfoque no refleja la integridad gendmica del espermatozoide ni su capacidad
de proporcionar la mejor contribucion paterna al cigoto. El dispositivo selector
de espermatozoides PICSI" permite seleccionar espermatozoides maduros
seguin su capacidad de unirse al hidrogel de hialuronano. El dispositivo selector
de espermatozoides PICSI” imita la union natural de los espermatozoides maduros
al ctimulo odforo, un paso selectivo importante en la fertilizacion natural.

Descripcion: 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 lineas de localizacion grabadas en la parte inferior exterior de
la placa facilitan la localizacién 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 linea de localizacion. El dispositivo es estéril (nivel
de sequridad de esterilidad 10), practicamente no contiene endotoxinas y no
es toxico para el embrion.

Preparacion para su uso: Hidrate los micropuntos de hialuronano colocando
gotas individuales de 10 pL de liquido tubarico humano (HTF) que contenga
al menos 5 mg/ml de proteina sérica u otro diluyente de espermatozoides adecuado
al final de cada linea de localizacion, cubriendo el drea en la que esta situado
el micropunto (figura 1). Como alternativa, la suspension de espermatozoides
puede agregarse directamente al micropunto seco. Las gotas de polivinilpirrolidona
(PVP) u otros liquidos utiles 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 hidratacién
del micropunto antes de aplicar los espermatozoides da tiempo al hialuronano para
hincharse. Normalmente, el proceso de hinchado y 1a union de los espermatozoides
comienzan en 5 minutos o menos. No obstante, algunos micropuntos pueden
requerir 30 minutos 0 més para alcanzar su capacidad de union méxima. Por lo
tanto, cada vez que se observa union marginal de espermatozoides, prehidrate
durante 30 minutos o mds, 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 pl). Lleve la punta
de la micropipeta que contiene los espermatozoides hasta al borde de la gota
de hidratacion en la parte inferior de la placa debajo del aceite y expulse los
espermatozoides. Al aplicar los espermatozoides en un volumen igual al del liquido
de hidratacién, se garantiza su mezclado y aplicacién inmediatos en la proximidad
del micropunto. Si los espermatozoides se aplican en un volumen menor en el borde
de la gota, pueden requerirse mas de 30 minutos para que naden por el liquido
hidratante hasta el micropunto. Una vez producida la unién, los espermatozoides
unidos al hialuronano pueden identificarse facilmente: no presentan migracién
progresiva a pesar del movimiento vigoroso de la cola.

Factores que determinan la unién de los espermatozoides: Para poblar répidamente
el micropunto con espermatozoides unidos, coloque aproximadamente 100.000

espermatozoides con potencial de unién al hialuronano por ml (aproximadamente
1.000-2.000 espermatozoides en total, en un volumen de 10-20 pl) sobre
el micropunto (vea la figura 2). A medida que pasa el tiempo, el nimero
de espermatozoides unidos aumentard a medida que nadan y entran en contacto
con el micropunto de hialuronano.

Seleccion de la ubicacion de los espermatozoides: La pared del micropunto de
hialuronano es una barrera fisica a la que se uniran muchos espermatozoides ya
que normalmente es el primer punto de contacto. A veces es dificil distinguir si los
espermatozoides estan unidos o si estan simplemente nadando contra el borde del
micropunto. Para asegurarse de seleccionar espermatozoides unidos, selecciénelos
desde el interior del micropunto.

Obtencién de una densidad de espermatozoides unidos adecuada: Si la densidad
de espermatozoides unidos es demasiado alta o demasiado baja para la seleccion

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 liquido para capturar el espermatozoide. Continte recogiendo liquido hasta
capturar 20-50 espermatozoides. Expulse los espermatozoides capturados
en una gota de PVP para procesarlos para el procedimiento ICSI (inactive la cola
y reevaltie su motilidad y morfologia). Desde la gota de PVP, seleccione y cargue
espermatozoides procesados individuales para su inyeccion en los oocitos segin su
protocolo de inyeccion estandar.

Temperatura: Los espermatozoides se unen mejor al hidrogel de hialuronano
a temperaturas de menos de 30 °C. A temperaturas de més de 30 °C, los
espermatozoides nadan con més vigor y dicha fuerza puede superar la fuerza
de unién. En consecuencia, aproximadamente un tercio de los espermatozoides
unidos a temperatura ambiente presentaran cierta migracién progresiva a 37 °C
y podrian considerarse no unidos e inmaduros. Las placas del dispositivo selector
de espermatozoides PICSI” colocadas en una etapa calentada de 37 °C alcanzaran
una temperatura de aproximadamente 33 °Cy se mantendran a esa temperatura.
A33°C, oincluso a 37 °C, habrd muchos espermatozoides unidos para seleccionar.

Consideraciones técnicas: Forma del micropunto: El micropunto de hialuronano
del dispositivo selector de espermatozoides PICSI” tiene forma de crater. 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 hidratacion 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 fabricacion, la hidratacion despareja puede
hacer que segmentos de la pared del micropunto formen pequefias “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 atrds y hacia adelante
dentro de las paredes de la cavidad. Los espermatozoides atrapados no deben
seleccionarse ya que no resulta claro si estan 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 separard del micropunto de forma parcial o total. No obstante, la capa de
hialuronano interior del micropunto permanecerd 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 seleccion y aislamiento.

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

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

2. jCudnto tiempo se han incubado los espermatozoides en el micropunto?
La unidn estd directamente relacionada con el tiempo permitido para la unién.
Los espermatozoides se unen cuando hacen contacto con el micropunto de
hialuronano, nadando de forma aleatoria. La cantidad de espermatozoides unidos
al punto aumentara con el tiempo a medida que mds espermatozoides encuentren
el micropunto de hialuronano. Compruebe periédicamente 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 union al hialuronano es
fundamental. Para la poblacion répida del micropunto se requiere una densidad
de al menos 100.000 espermatozoides con potencial de unién al hialuronano
por ml. Si la puntuacién del ensayo HBA es baja, debe aumentarse la densidad
total de espermatozoides para aplicar un nimero eficaz de espermatozoides con
potencial de unién al hialuronano. Por ejemplo: si la puntuacion obtenida en
el ensayo HBA es 10 %, se necesitaran en total 1.000.000 espermatozoides por ml
para aplicar 100.000 espermatozoides con potencial de unién al hialuronano
porml.

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 analisis, si no se incluye en este envio. Este dispositivo
esta cubierto por la patente de los EE.UU. 5.897.988 y las solicitudes
de patentes extranjeras correspondientes.

Preguntas o comentarios: Pongase en contacto con el distribuidor en el teléfono
o la direccién de correo electrénico arriba indicados.
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maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil. Steril. 79(3):1616-24.

2. Yagci, A, W. Mark, J. Stronk y 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, La placa PICSI®
Figura 2, Unidn de los espermatozoides vs. tiempo y densidad de espermatozoides.
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PICSI’ Spermieselektionsanordning
Bruksanvisning

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

Aterforsiljare: +203-601-5200,

www.hba-picsi.com

CooperSurgical, telefon  (USA):

Avsedd anvandning: | behandlingen av infertila par med
intracytoplasmatisk spermieinjektion (ICSI) &r PICSI® spermieselektionsanordning
indicerad for selektion av mogna spermier for injektion.

Anordningens princip: Hyaluronan &r den huvudsakliga komponenten
i den cumulus oophorus-matrix som omger oocyten. Den mogna spermiens huvud
bér en hyaluronanspecifik receptor som gor det mdjligt for den mogna spermien att
binda till hyaluronan (1). Omogna spermier binder diaremot inte.
Mogna spermier uppvisar en hdg DNA-kedjeintegritet (2), en normal frekvens
av kromosomala aneuploidier och ger ett paternalt bidrag till zygoten som &r
jamforbart med det hos spermier som selekteras av zona pellucida vid naturlig
fertilisering (3).

Vid det vanliga ICSI-forfarandet selekteras spermierna for injektion visuellt,
baserat pa morfologi och motilitet. Denna metod reflekterar dock inte spermiernas
genomiska integritet och deras formédga att bidra med det basta paternala bidraget
till zygoten. PICSI" spermieselektionsanordning tillhandahller ett satt att selektera
mogna spermier baserat pa deras formaga 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 & en odlingsskal av
polystyren med tre mikropunkter av hyaluronan som ar fasta vid insidans botten.
Tre placeringslinjer buktar ut pa utsidan av skalens botten for att tydligt visa
mikropunkternas placering. Mikropunkterna finns i ett omrade pd cirka 2 mm
bredd och 3 mm langd utgdende fran placeringslinjens dnde. Anordningen dr steril
med en mikrobiell renhet pa 10°, vasentligen fri fran endotoxiner och icke toxisk
for embryon.

Forberedelse for anvandning: Hydrera hyaluronanmikropunkterna genom
att placera enskilda 10-pl droppar med human &ggledarvatska (Human Tubal
Fluid, HTF) innehdllande minst 5 mg/ml serumprotein, eller annan l&mplig
spermiespadningsvétska, i anden av varje placeringslinje och tack det omrade
dar mikropunkten &r placerad (figur 1). Alternativt kan spermiesuspensionen
tillséttas direkt pa den torra mikropunkten. Droppar av polyvinylpyrrolidon (PVP)
eller andra vétskor som kan anvéndas for att manipulera spermier kan &ven
placeras ndgon annanstans pa skalen vid denna tidpunkt. Fyll forsiktigt upp
skdlen med vévnadskulturolja for att forbereda den for anvéndning. Hydrering
av mikropunkten innan spermierna appliceras ger hyaluronanet tid att svélla.
Svalning och spermiebindning bdrjar vanligen inom 5 minuter eller mindre. Vissa
mikropunkter behdver dock 30 minuter eller mer for att né full bindningskapacitet.
S& snart marginell spermiebindning observeras ska du darfor prehydrera under
minst 30 minuter eller Idta spermierna inkubera pa punkten i minst 30 minuter
innan spermier selekteras.

Anvinda PICSI" spermieselektionsanordning: Tillsitt en volym
spermier till den prehydrerade mikropunkten som &r minst lika stor som den
volym som anvénds for att prehydrera punkten (cirka 10 pL). Lt spetsen pa den
mikropipett som innehaller spermierna vidrora kanten pd hydreringsdroppen
pa skalens botten, under oljan, och tryck ut spermierna. Genom att leverera
spermierna i en volym som &r lika stor som hydreringsvatskans sakerstalls
att spermierna omedelbart blandas och levereras i mikropunktens nérhet.
Om spermierna levereras i en mindre volym vid droppens kant kan de behdva mer
an 30 minuter for att simma genom hydreringsvétskan till mikropunkten. Nar de
val har bundit ar hyaluronanbundna spermier litta att identifiera: de uppvisar inte
nagon progressiv migration, trots kraftfull svansviftning.

Faktorer som styr spermiebindning: For att snabbt populera mikropunkten med
bundna spermier placerar du cirka 100 000 hyaluronanbindande spermier per ml
(totalt cirka 1000-2000 spermier i en volym p& 10-20 pl) 6ver mikropunkten, se
figur 2. Med tiden kommer antalet bindande spermier att dka, da fler simmande
spermier kommer i kontakt med hyaluronanmikropunkten.

Spermieselektionsanordning: Hyaluronanmikropunktens vagg @r en fysisk barriar
till vilken manga spermier kan binda, eftersom denna vanligen utgdr den forsta
kontaktpunkten. Det ar ibland svart att urskilja om spermierna binder eller om de
bara simmar mot mikropunktens kant. Du kan vara saker pa att selektera bundna
spermier genom att selektera dem fran den inre delen av mikropunkten.

Erhalla en god densitet av bundna spermier: Om densiteten av bundna spermier
ar alltfor hog eller 1ag for bra spermieselektion spader eller koncentrerar du
det forberedda spermieprovet och anvander det justerade spermieprovet
for att besd nésta mikropunkt. Det finns tre mikropunkter pa varje PICSI
spermieselektionsanordning for att ge en tillrdckligt god chans.

Spermieinsamling: For att samla in en bunden spermie placerar du
ICSI-mikropipettens spets intill spermien och suger forsiktigt in vétska i pipetten
och drar in spermien. Fortsatt insamlingen tills 20-50 spermier fangats in. Tryck ut
deinfdngade spermierna i en PVP-droppe for att processa dem for ICSI (inaktivering
av svansen, omutvardering av motilitet och morfologi.) Ur PVP-droppen viljs
och fylls enskilda, processade spermier for injektion i oocyterna i enlighet med
institutionens standardinjektionsprotokoll.

Temperatur: Spermier binder bst till hyaluronanhydrogel vid temperaturer under
30 °C. Vid temperaturer dver 30 °C dkar spermiernas simstyrka och simkraften kan
overvinna bindningskraften. Resultatet &r att cirka en tredjedel av de spermier
som binder vid rumstemperatur visar viss progressiv migration vid 37 °C och kan
bedmas som icke bundna/omogna. Skalar till PICSI” spermieselektionsanordning
som placeras pa ett 37 °Cuppvarmt objektbord kommer att nd cirka 33 °Coch sedan
fortsatta att halla den temperaturen. Vid 33 °C, och &ven vid 37 °C, kommer manga
bundna spermier att vara fortsatt tillgangliga for selektion.

Tekniska vervaganden: Mikropunktens form: PICSI" spermieselektionsanordnings
hyaluronanmikropunkt &r kraterformad. Mikropunktens kant &r en upphdjd vigg
av hydrogel som omger ett Iagt, plant inre lager. Vaggen ar bdjlig och kan vara
oregelbunden i formen pa grund av ojamn hydrering av hydrogelen.

Hydrogelvaggen kan penetreras och rivas sonder av en ICSI-mikropipett som fors
raktiniden. Det r bast placera den lyfta mikropipettens spets dver mikropunktens
insida och sénka den till mikropunktens yta for att samla in spermier.

Fordjupningar i mikropunkten: Under tillverkningen kan ojamn hydrering orsaka
att delar av mikropunktens végg bildar smé “fordjupningar” som dppnar sig mot
vaggens inre kant. Spermier som simmar in i en fordjupning fangas in och binds
inte. Infangade spermier &r vanligen vanda bort fran mikropunktens centrum,
har kraftfullt sldende svansar, och forekommer ofta i klungor. De infingade
spermiernas huvuden kan réra sig i lateral riktning och ibland bakét och framét
inom fordjupningens vaggar. Infangade spermier ska inte selekteras eftersom
deras bindningsstatus ar oklar.

Mikropunktens stabilitet: Om en del av vaggen separeras fran polystyrenen kan
samma krafter som skapar fordjupningar orsaka att mikropunktens vagg successivt
lossnar fran skalen och snurras ihop som en spiral. Nér detta intraffar kommer
en del av eller hela vaggen att separera fran mikropunkten. Mikropunktens inre
hyaluronanlager forblir dock intakt. Det inre hyaluronanlagret ar stabilt i timmar.
Det samlar in och hérbargerar spermier som kan anvandas for ICSI. Spermier som
dr bundna till resterna av den upprullade vaggen ska inte anvéndas for selektion
och isolering av spermier.

Felsokning: Om spermier inte binder till mikropunkten:

1. Faststall att spermieprovet innehaller mogna, hyaluronanbindande spermier
genom att analysera med HBA" hyaluronanbindningsanalys. Om HBA-vardet ligger
ndra noll (< 5 %) forvantas ingen spermiebindning (i vissa laboratorier visar sa stor
del som 10 % av donatorspermiepopulationen ingen spermiebindning. Detta &r en
signifikant faktor som bidrar till infertilitet).

2. Hur ldnge har spermierna inkuberats pd mikropunkten? Bindningen &r
direkt relaterad till den tid som medges for bindning. Spermierna binder nar de
kommer i kontakt med hyaluronanmikropunkten da de simmar pa méfa. Antalet
spermier som binder till punkten vaxer med tiden, da fler spermier tréffar pa
hyaluronanmikropunkten. Kontrollera mikropunkten regelbundet under tvd
timmar for att se om en tillrdcklig mangd bundna spermier har ackumulerats for
ett [(SI-forfarande.

3. Densiteten av hyaluronanbindande spermier &r kritisk. Snabb populering av
mikropunkten kréver en densitet pd minst 100 000 hyaluronanhindande spermier
per ml. Om HBA-vérdet ar lagt méste den totala spermiedensiteten dkas for att
kunna leverera ett effektivt antal hyaluronanbindande spermier. Exempel: Om
HBA-vérdet ar 10 % kommer totalt 1 000 000 spermier per ml att krévas for att
kunna leverera 100 000 hyaluronanbindande spermier per ml.

Varning: Amerikansk lag begrénsar forsaljningen av denna produkt. Far endast
saljas av lakare eller pa ldkares ordination. Ett analyscertifikat, i de fall ett sadant
inte medféljde vid leverans, finns tillgéngligt hos aterforsaljaren pa forfragan.
Denna anordning omfattas av det amerikanska patentet 5 897 988 och
motsvarande patentansokningar i andra lander.

Fragor och kommentarer: Kontakta aterforsaljaren pd det telefonnummer
eller den e-postadress som anges nedan.
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Figur 1, PICSI®-sklen
Figur 2, Spermiebindning kontra tid och spermiedensitet.
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Cihazin Gahgma ilkesi: Hyaluronan, oositin cevresini saran kiimiiliis
ooforus matrisinin ana bilegenidir. Olgun spermin basl, olgun spermin hyaluronana
baglanmasini saglayan, hyaluronana 6zgii bir alicr tagir (1). Tersine, olgun
olmayan sperm baglanmaz. Olgun sperm yiiksek DNA zinciri
biitiinligiine (2), normal kromozomal andploid frekansina sahiptir ve dogal
ddllenme (3) sirasinda zona pelliisida tarafindan segilen spermle benzer sekilde
zigota paternal katki yapar.

NormalICSluygulamasindaenjekte edilecek sperm, morfolojilerine ve motilitelerine
gore gozle segilir. Ancak bu yaklagim spermin genomik biitiinligiinii ve zigota en iyi
paternal katki saglama kapasitesini yansitmaz. PICSI” Sperm Segme Cihazi, olgun
spermleri hyaluronan hidrojeline baglanma kapasitelerine gore segme imkani verir.
PICSI” Sperm Se¢me Cihazi, dogal déllenmede Gnemli bir secici adim olan olgun
spermin kiimiiliis ooforusa dogal baglanmasini taklit eder.

Aciklama: PICSI” Sperm Segme Cihazi, i¢ tabanina birlesmis ii¢ hyaluronan
mikrodotu olan bir polistiren kiiltir kutusudur. Kutunun tabaninin diginda
bulunan kabartmali ii¢ yerlestirme cizgisi, mikrodotlarin yerlestirilmesini
kolaylastinir. Mikrodot, yerlestirme cizgisinin ucundan yaklagik 2 mm genisliginde
ve 3 mm uzunlugunda ¢kint yapan bir alanda bulunur. Cihaz sterildir, Sterilite
Garanti Seviyesi 10 olup temel olarak endotoksin icermez ve embriyolara karsi
toksik degildir.

Kullanima hazirlama: Mikrodotun bulundugu alani drten her bir yerlestirme
¢izgisinin ucuna en az 5 mg/mL serum proteini veya baska bir uygun sperm seyreltici
iceren 10 pL'lik tek bir damla Human Tubal Fluid (HTF) yerlestirerek hyaluronan
mikrodotlarint hidratlayin (Sekil 1). Alternatif olarak sperm siispansiyonu dogrudan
kuru mikrodota da eklenebilir. Bu noktada Polivinilpirolidon (PVP) veya spermi
manipiile etmede yararli baska sivilar da kutuda baska bir yere yerlegtirilebilir.
Kullanima hazirlamak icin kutuyu dikkatle doku kiiltiir yagi ile doldurun. Spermi
uygulamadan dnce mikrodotun hidratlanmasl, hyaluronana sisme imkani verir.
Sisme ve sperm baglanmasi normalde 5 dakika veya daha kisa siirede baslar. Ancak
bazi mikrodotlarin tam baglama kapasitesine ulasmasi 30 dakika veya daha uzun
siire gerektirebilir. Bu yiizden marjinal bir sperm baglanmasi gozlemlendiginde
spermi segmeden dnce 30 dakika veya daha uzun siire Gnceden hidratlayin ya da
spermin 30 dakika dotta inkiibe olmasini bekleyin.

PICSI" Sperm Se¢me Cihazinin Kullanimi: Spermi, dotu dnceden
hidratlamada kullanilan hacme esit veya daha yiiksek bir hacimde onceden
hidratlanmig mikrodota ekleyin (yaklagik 10 pL). Spermi iceren mikropipetin
ucunu, kutunun tabaninda yagin altinda bulunan hidratlama damlasinin
kenarina dokundurun ve spermi disan verin. Hidratlama sivisina esit bir hacimde
sperm verilmesi ile spermin hemen kanstinlmasi ve mikrodot yakinina verilmesi
garanti edilmis olur. Sperm damlanin kenarinda daha kiiciik bir hacimde verilirse
hidratlama sivisindan mikrodota yiizmeleri icin 30 dakikadan daha uzun siire
gerekebilir. Baglandiginda hyaluronana baglanan spermler kolayca tanimlanabilir:
etkin kuyruk hareketine ragmen ilerleyen bir migrasyon sergilemezler.

Sperm_baglanmasini_etkileyen faktorler: Mikrodotu hizli bir sekilde baglanan
spermle doldurmak icin mikrodot iizerine mL bagina yaklastk 100.000 hyaluronana

baglanmig sperm yerlestirin (10-20 pL hacimde yaklasik 1.000-2.000 toplam
sperm), bkz. sekil 2. Zaman gectikce daha fazla sayida yiizen sperm hyaluronan
mikrodotu ile temas ettikce baglanan sperm sayisi da artacaktir.

Sperm Konumu Secimi: Genellikle ilk temas noktasi oldugundan hyaluronan
mikrodotunun duvari, cok sayida spermin baglanacagi fiziksel bir bariyerdir.
Spermlerin baglandiklarini veya sadece mikrodotun kenarina kargi yiizdiklerini
ayirt etmek bazen zor olabilir. Mikrodotun i kismindan secerek baglanmis sperm
sectiginizden emin olabilirsiniz.

Iyi bir yogunlukta baglanmis sperm alinmasi: Baglanmis spermin yogdunlugu
iyi sperm secimi icin cok yiiksek veya cok diisiikse hazirlanan sperm numunesini
seyreltin veya yogusturun ve sonraki mikrodotu ddllemek icin ayarlanmig sperm
numunesini kullanin. Yeterli imkan saglamak igin her bir PICSI” Sperm Secme
Cihazinda i¢ mikrodot temin edilmistir.

Sperm toplanmasi: Baglanmis bir spermi toplamak icin ICSI mikropipetin ucunu
spermin yanina yerlestirin ve spermi de alarak siviyi yavagca pipete cekin.
20-50 sperm yakalanincaya kadar toplamaya devam edin. ICSI icin islemek iizere
(kuyrugun inaktive edilmesi, motilite ve morfolojinin yeniden degerlendirilmesi)
yakalanan spermi bir PVP damlasina verin. Standart enjeksiyon protokoliiniize gdre
oosite enjeksiyon icin PVP damlasindan tek, islenmis bir spermi secip doldurun.

Sicaklik: Sperm, hyaluronan hidrojeline yaklasik 30°C alti sicakliklarda en iyi
sekilde baglanir. 30°C iistii sicakliklarda sperm yiizme giicii artar ve yiizme kuvveti,
baglanma kuvvetini yenebilir. Sonugta oda sicakliginda baglanan spermin yaklasik
lite biri 37°Cde ilerleyen bir migrasyon gdsterir ve baglanmayan, olgun olmayan
olarak kabul edilebilir. 37°C 1sitiimis kademeye yerlestirilen PICSI” Sperm Segme
Cihazi kutulart yaklagik 33°C'ye gelecek ve bu sicaklikta kalacaktir. 33°Cde, hatta
37°Cde bile baglanan pek ¢ok sperm secilebilir durumdadir.

Teknik noktalar: Mikrodot sekli: PICSI" Sperm Se¢me Cihazi hyaluronan
mikrodotu krater sekline sahiptir. Mikrodotun kenan, alcak, diiz bir i tabakayi
cevreleyen yiikseltilmis bir hidrojel duvaridir. Duvar esnektir ve hidrojelin esit
olmayan sekilde hidrasyonu yiiziinden sekli diizensiz olabilir.

Hidrojel duvari dogrudan icine sokulan bir ICSI' mikropipeti ile delinebilir
ve yirtilabilir. Spermin alinmasi igin en iyi yontem yiikseltilmis mikropipet ucunu
mikrodotun i kisminin tizerine yerlestirmek ve mikrodot yiizeyine indirmektir.

Mikrodot oyuklan: Uretim sirasinda dengesiz hidrasyon, mikrodot duvari
segmentlerinin, duvanin i¢ kenarina dogru agilan kiigiik “oyuklar” olugturmasina
neden olabilir. Oyuda yiizen sperm sikigir ve baglanmaz. Sikisan spermler genellikle
mikrodotun merkezinden baska tarafa dogru bakar ve genellikle kiimeler halinde
giiclii bir sekilde sallanan kuyruklara sahiptir. Sikisan spermlerin baslan oyugun
duvarlan icerisinde yanal olarak ve bazen ileri ve geri hareket edebilir. Baglanma
durumlan net olmadigindan sikisan sperm secilmemelidir.

Mikrodot stabilitesi: Duvarin bir kismi polistirenden ayrilirsa oyuklan olusturan
kuvvet mikrodot duvarinin kademeli olarak kutudan aynlip bir yay gibi sarilmasina
neden olabilir. Bu durumda duvarin bir kismi veya tamami mikrodottan ayrilacaktir.
Ancak mikrodot i¢ hyaluronan tabakasi saglam kalacaktr. i hyaluronan tabakasi
saatlerce stabil kalir, ICSI icin kullanilacak baglanmig spermleri toplar ve tutar.
Kivnlmig duvar kalintisina baglanan sperm, sperm secimi ve izolasyonu icin
kullaniimamalidir.

Sorun giderme: Sperm mikrodota baglanmazsa:

1. Bir HBA" Hyaluronan Binding Assay (Hyaluronan Baglanma Tetkiki) ile test
ederek sperm numunesinin hyaluronana baglanan olgun sperm icerdigini
belirleyin. HBA skoru sifira yakinsa (<%b5) hicbir sperm baglanmasi beklenmez
(Bazi laboratuvarlarda dondr sperm popiilasyonunun %10%a kadar bir kismi
sperm baglanmasi gdstermeyebilir. Bu, infertiliteye katkida bulunan dnemli bir
faktordiir).

2. Sperm, mikrodotta ne kadar siire inkiibe edildi? Baglanma, dogrudan
baglanmaya taninan siire ile ilgilidir. Sperm, rastgele yiizerken hyaluronan
mikrodotu ile temas ettiginde baglanir. Dota baglanan sperm sayisi, zamanla daha
fazla sperm hyaluronan mikrodotu ile karsilastikca artar. ICSI prosediirii icin yeterli
oranda baglanmig spermin birikip birikmedigini gormek i¢in mikrodotu iki saatlik
bir siire dahilinde diizenli olarak kontrol edin.

3. Hyaluronana baglanan sperm yogunlugu 6nemlidir. Mikrodotun hizh
popiilasyonu, mL bagina en az 100.000'lik bir hyaluronana baglanan sperm
yogunlugu gerektirir. HBA skoru diisiikse etkin sayida hyaluronana baglanan
sperm verebilmek icin toplam sperm yogunlugu arttnimalidir. Oregjin: HBA
skoru %10'dan diisiikse mL basina toplam 1.000.000 spermin, mL basina 100.000
hyaluronana baglanan sperm vermesi gerekir.

Uyari: ABD Federal kanunlari, bu cihazin satisini, yalnizca bir doktor tarafindan
veya doktorun siparisi iizerine yapilacak sekilde kisitlar. Sevkiyatla birlikte zaten
verilmemigse Analiz Sertifikasi, distribiitorden talep edilebilir. Bu cihaz ABD
patenti 5.897.988 ve ilgili yabanai patent basvurulan kapsamindadir.
Sorular veya Yorumlar: Liitfen yukarida verilen telefon veya e-posta adresinden
Distribiitor ile temasa gegin.
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Sekil 1, PICSI® kutusu
Sekil 2, Zamana ve sperm yogunluguna gore sperm baglanmasi.
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