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SAGE Media™

SAGE™ Vitrification
Warming Kit

For laboratory procedures only; other

uses must be qualified by the end user.

Product REF
Description Number

1.0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0.5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C
INTENDED USE

These products are intended for the
recovery of human embryos (pronuclear
zygotes through day 3 cleavage stage
embryos and blastocysts stage embryos)
that have been vitrified using the SAGE™
IVF Vitrification Kit (Ref # ART-8025). This
kit is designed to be used in conjunction with
the SAGE™ Vitrification Kit (ART-8025) for
ultra-rapid freezing of specimens.

PRODUCT DESCRIPTION

1.0 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-A) is a MOPS buffered solution of
modified HTF containing non-essential and
essential amino acids, gentamicin

sulfate (10 mg/L), 1.0 M sucrose and

12 mg/mL human serum albumin.

0.5 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-B) is a MOPS buffered solution of
modified HTF containing non-essential and
essential amino acids, gentamicin

sulfate (10 mg/L), 0.5 M sucrose and

12 mg/mL human serum albumin.

MOPS Solution (ART-8030-C) is a MOPS
buffered solution of modified HTF containing

non-essential and essential amino
acids, gentamicin sulfate (0.01 g/L) and
12 mg/mL human albumin.

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

MATERIALS PROVIDED IN THE
VITRIFICATION WARMING KIT

1 x4 mL vial of 1.0 M Sucrose Warming
Solution (REF # ART-8030-A)

1 x 2 mL vial of 0.5 M Sucrose Warming
Solution (REF # ART-8030-B)

1 x 6 mL of MOPS Solution
(REF # ART-8030-C)

PRECAUTIONS AND WARNINGS

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

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

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

of human embryos.

The 1.0 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-A) component in this kit contains 12
mg/mL human serum albumin.

The 0.5 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-B) component in this kit contains 12
mg/mL human serum albumin.

The MOPS Solution Solution (ART-8030-C)
component in this kit contains 12 mg/mL human
serum albumin.

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

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

This product contains albumin, a derivative of
human blood.

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

Standard measures to prevent infections result-
ing from the use of medicinal products prepared
from human blood or plasma include selection
of donors, screening of individual donations and
plasma pools for specific markers of infection
and the inclusion of effective manufacturing
steps for the inactivation/removal of viruses.
Despite this, when medicinal products prepared
from human blood or plasma are administered,
the possibility of transmitting infective agents
cannot be totally excluded. This also applies

to unknown or emerging viruses and other
pathogens. There are no reports of proven
virus transmissions with albumin manufactured
to European Pharmacopoeia specifications by
established processes.

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

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

Use of expired or microbial contaminated product
may result in suboptimal conditions to promote
fertilization and/or embryo quality during in-vitro
culture. These conditions may result in the failure
of the embryo to develop properly or to implant,
potentially leading to a failed assisted reproduc-
tive procedure.

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

that begins the end of the first week and is
completed by the end of the second week post
conception.

QUALITY ASSURANCE

The solutions in this kit are membrane filtered
and aseptically processed according to cGMP
procedures which have been validated to meet a
sterility assurance level (SAL) of 10.

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

A Certificate of Analysis is available for this
product.

MATERIALS REQUIRED

BUT NOT INCLUDED

+  Sterile Petri Dishes (50 x 9 mm, Falcon

351006 or equivalent) or 4-well multidishes (1

mL wells, Nunc 176740 or equivalent)

+ Disposable gloves

« Transfer pipettes (pulled glass pipettes or
micropipette tips) with an inner tip diameter
of~ 200 pm

+  Tweezers

+ Scissors or scalpel

«+  Timer or stopwatch

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

+  Liquid Nitrogen (sufficient volume to cover
the cryotube or goblet containing the vitri-
fied blastocyst(s))

+  Culture medium, eg Quinn's Advantage
Protein Plus Blastocyst Medium
(Ref # ART-1529) prepared and
pre-equilibrated in a culture dish prior
to thawing specimens

DIRECTIONS FOR USE
SAGE™ Vitrification Warming Kit components
required for one embryo(s) warming
procedure (maximum of 2 embryo(s)
per procedure).

1.0 M Sucrose Warming Solution

(1M WS): 20 pL to 1 mL

0.5 M Sucrose Warming Solution

(0.5M WS): 40 pL to 1 mL

MOPS Solution (MS): 60 pL to 2 mL

WARMING AND DILUTION PROTOCOL:

The warming and dilution procedure is to be per-
formed at 35 - 37 °C. Use a heated microscope
stage for the following procedures. Minimize
exposure of specimens to light during incubation
in the Warming Solutions. Bring the solutions to
35 - 37 °C before use.

Refer to the enclosed directions for use that
accompany the carrier device that has been used
for specific instructions pertaining to that device.

A. Procedure using micro-drop volumes of
solutions

1. Fill the liquid nitrogen reservoir with liquid
nitrogen to a sufficient depth to completely
submerge a cryotube or goblet containing the
carrier device used and place near to the liquid
nitrogen freezer containing the vitrified samples
to be warmed.

Remove the cryocanes with the goblets
containing the carrier device with vitrified
embryo(s) and quickly transfer them to the
reservoir containing liquid nitrogen, keeping
the carrier device under liquid nitrogen at all
times.

2. Follow the instructions that accompany the
carrier device that has been used.

3. Place the reservoir close to the microscope
for rapid manipulation.

4. Label a sterile petri dish (or lid) with neces-
sary information.

5. Make sure the contents of each vial of 1M
WS, 0.5 M WS and MS are well mixed by
gentle inversion several times before use.

6. Prepare the petri dish by aseptically
dispensing one 20 L drop of 1M WS and
two 20 pL drops of 0.5M WS
(see Fig 1, right). Three 20 pL drops of MS
will be set up later at Step 12.

7. Using tweezers, locate the carrier device
on the cane in the liquid nitrogen reservoir.
Only one carrier device at a time is to be
processed.

8. Carefully remove the carrier device from
the cane, keeping the part containing the
embryo(s) under the surface of the
liquid nitrogen.

9. Follow the directions for use that accompany
the carrier device used to immediately (within
2 seconds) immerse the device after it has
been extracted from its protective covering
into the drop of 1M WS. The embryo(s) will
float from the device into the 1M WS. Leave
the embryo(s) in this solution for one minute.
The embryo(s) will shrink and float to the top
of the drop.

Note: After each transfer of the embryo(s), blow
out any remaining fluid in the transfer pipette
and draw up some solution from the next drop
prior to the next manipulation. Avoid creating
bubbles during transfers.

10. Draw up some 0.5M WS into the transfer
pipette and transfer the embryo(s) from the
drop of 1M WS with minimal volume to the
bottom of the first drop of 0.5M WS for 2
minutes.

. Then transfer the embryo(s) to the bottom

of the second drop of 0.5M WS for 2 min-

utes.
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Note: The embryo(s) will remain shrunken
during exposure to 0.5M WS. During this time,
set up three 20 pl drops of MOPS Solution
(MS; MS1, MS2, MS3), as shown in Figure

1 (right).

12. Transfer the embryo(s) to the bottom of the
first drop of MS (MS1) for 3 minutes.

13. Then transfer the embryo(s) to the top of
the second drop of MS (MS2) for 3 minutes.

14. Transfer the embryo(s) to the top of the third
drop of MS (MS3) for 3 minutes.

15. Finally, transfer the embryo(s) to a dish of
pre-equilibrated appropriate culture medium
and incubate in a CO, incubator at 37 °C
for 3-4 hours to allow for further recovery
prior to further manipulations and/or trans-
fer.

16. If more embryos(s) are to be warmed,
repeat steps 6 through 16 above, using
fresh drops of the warming solutions

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

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

1. Fill the liquid nitrogen reservoir with liquid
nitrogen to a sufficient depth to completely
submerge a cryotube or goblet containing
the carrier device used and place near to
the liquid nitrogen freezer containing the

straws to be warmed.

. Remove the cryocanes with the goblets

containing the carrier device with vitrified
embryo(s) and quickly transfer them to the
reservoir containing liquid nitrogen, keeping
the carrier device under liquid nitrogen at all
times.

. Follow the instructions that accompany the

carrier device that has been used.

. Place the reservoir close to the microscope

for rapid manipulation.

. Label a sterile 4-well multidish with neces-

(3 min each)

20 L drops

Transfer to culture
for recovery

[kEY:

1M WS=1 M Sucrose Warming Solution
0.5M WS=0.5 M Sucrose Warming Solution
MS=MOPS Solution

=B =transfer embryo to next drop

T=Top of drop

B=Bottom of drop

sary information.

. Make sure the contents of each vial of 1M

WS, 0.5 M WS and MS are well mixed by
gentle inversion several times before use.

. Prepare the multiwell dish aseptically

dispensing 1 mL of 1M WS into Well 1,
1 mL of 0.5M WS into Well 2 and 1 mL
of MS into each of Wells 3 and 4

(see Fig 2).

8. Using tweezers, locate the carrier device
on the cane in the liquid nitrogen reservoir.
Only one carrier device at a time is to be
processed.

9. Carefully remove the straw or other carrier
device from the cane, keeping the lower
part containing the embryo(s) under the
surface of the liquid nitrogen.

. Follow the Directions for Use that accom-
pany the carrier device used to immediately
(within 2 seconds) immerse the device after
it has been extracted from its protective
covering into Well 1 containing 1 mL of
1M WS. The embryo(s) will float from the
device
into the 1M WS. Leave the embryo(s)
in this solution for one minute.

The embryo(s) will shrink and float
to the top of the well.

o

Note: After each transfer of the embryos, blow
Fig. 2
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KEY:

1M WS=1 M Sucrose Warming Solution
0.5M WS=0.5 M Sucrose Warming Solution
MS=MOPS Solution

= =transfer embryo to next well

out any remaining fluid in the transfer pipet and

draw up some solution from the next drop prior

to the next manipulation. Avoid creating bubbles
during transfers.

1

. Draw up some 0.5M WS into the transfer
pipet and transfer the embryo(s) from Well
1 to Well 2 containing 1 mL of 0.5M WS for
3 minutes.

Note: The embryo(s) will remain shrunken
during exposure to 0.5M WS.

12. Then transfer the embryo(s) to the top of
Well 3 containing 1 mL of MS for
5 minutes.

. Next, transfer the embryo(s) to the top of
Well 4 containing 1 mL of MS for
5 minutes.

. Finally, transfer the embryo(s) to a dish of
pre-equilibrated appropriate culture medium
and incubate in a CO, incubator at 37 °C
for 3-4 hours to allow for further recovery
prior to further manipulations and/or trans-
fer.

. If more embryo(s) are to be warmed, repeat
steps 8 through 14 immediately above
using new solutions of 1M WS, 0.5M WS
and MS.

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

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

STORAGE INSTRUCTIONS AND STABILITY
Store unopened containers refrigerated at
2°Cto 8 °C. Warm to 35 - 37 °C prior to use.
Do not freeze or expose to temperatures greater
than 39 °C. The products are stable until the
expiration date shown on the label.

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

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

3. Do not use if the product becomes discol-
ored, cloudy, turbid, or shows any evidence
of microbial contamination.
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SAGE Media™

SAGE™ Vitrification
Warming Kit

(Kit de réchauffement aprés vitrification)

Réservé aux procédures en laboratoire

uniquement ; tout autre usage doit étre déter-
miné par l'utilisateur final.

Description Numéro

du produit de réf.

1.0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0.5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C
UTILISATION

Ces produits ont été développés pour le
prélévement d’embryons humains (zygotes en
phase pronucléaire jusqu’aux embryons en
phase de division au Jour 3 et embryons au
stade blastocyste) ayant été vitrifiés a I'aide
du kit SAGE™ IVF Vitrification Kit (Ref #
ART-8025). Ce kit a été congu pour étre utilisé
avec le kit SAGE™ Vitrification Kit (ART-8025)
pour la congélation ultrarapide de spécimens.

DESCRIPTION DU PRODUIT
La solution 1.0 M Sucrose Warming Solution

(ART-8030-A) est une solution tamponnée
MOPS d'HTF modifié contenant des acides
aminés essentiels et non essentiels, du sulfate
de gentamicine (10 mg/ml), du 1 M saccha-
rose et 12 mg/ml d’albumine sérique humaine.
La solution 0.5 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-B) est une solution tamponnée
MOPS d'HTF modifié contenant des acides
aminés essentiels et non essentiels, du sulfate de
gentamicine (10 mg/ml), du 0,5 M saccharose et
12 mg/ml d'albumine sérique humaine.

MOPS Solution (ART-8030-C) est une solution
tamponnée MOPS d’HTF modifié contenant
des acides aminés essentiels et non essentiels,
du sulfate de gentamicine (0,01 g/ml) et 12 mg/
ml d’albumine sérique humaine.

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

MATERIEL FOURNI DANS LE KIT DE
RECHAUFFEMENT APRES VITRIFICATION
1 flacon de 4 ml de solution de réchauffement
1.0 M Sucrose Warming Solution (REF #
ART-8030-A)

1 flacon de 2 ml de solution de réchauffement
0.5 M Sucrose Warming Solution

(REF # ART-8030-B)

1 flacon de 6 ml de MOPS Solution
(REF # ART-8030-C)

PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS
Avertissement : la sécurité & long terme des
enfants nés grace a cette procédure de vitrifica-
tion d’embryon(s) n’est pas connue.

Attention : la sécurité et I'efficacité de la vitri-
fication sur les embryons humains n’ayant pas
atteint la phase blastocyste du développement
n'ont pas été totalement évaluées. A ce jour,
des naissances vivantes ont été obtenues a
partir d'embryons en phase de division vitrifiés
au Jour 3 du développement (Desai et al.,
2007) et des grossesses cliniques ont été pos-
sibles grace a des zygotes vitrifiés (Selman &
El-Danasouri, 2002).

Attention : ['utilisateur doit lire et comprendre le
Mode d'utilisation, les Précautions et avertisse-
ments et avoir bénéficié d'une formation rela-
tive & la procédure avant d'utiliser les kits de
vitrification et de réchauffement aprés vitrification
d’embryons humains.

Le composant 1.0 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-A) de ce kit contient 12 mg/ml d'al-
bumine sérique humaine.

Le composant 0.5 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-B) de ce kit contient 12 mg/ml d'al-
bumine sérique humaine.

Le composant MOPS Solution (ART-8030-C) de
ce kit contient 12 mg/ml d’albumine sérique
humaine.

Ce produit contient du sulfate de gentami-cine

(un antibiotique). Des mesures appropriées
doivent étre prises pour s'assurer que les
patients ne présentent aucune sensi- bilité a cet
antibiotique.

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

Ce produit contient de I'albumine, un dérivé du
sang humain.

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

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

Emploi unique : pour éviter les problémes de

contamination, employer des techniques asep-
tiques en utilisant ce produit et ne pas réutiliser
I'exces du produit restant au fond des flacons a
la fin de chaque procédure.

Les produits pour milieux de reproduction sont
destinés a un usage unique seulement. La
réutilisation des milieux de reproduction peut
entrainer I'utilisation d’un produit au-dela de sa
date limite d'utilisation ou augmenter le risque
de contamination microbienne lors d'une pro-
cédure ultérieure si le praticien n'utilise pas de
techniques adéquates d'asepsie.

L'usage de produit périmé ou a contamination
microbienne risque d'entrainer des conditions
sous-optimales pour la fertilisation et/ou la qualité
de 'embryon au cours de la culture in vitro. Ces
conditions peuvent empécher le développement
normal de I'embryon ou son implantation et
risquent de mettre en échec la procédure de
procréation médicalement assistée.

Remarque : embryon est considéré comme

un terme général. Plus précisément, SAGE™
considere que la période de temps débute lors-
qu'une cellule diploide est produite par la fusion
d’'un génome male et femelle, d'otl la formation
du zygote ; se poursuit par un développement ddi
a la répétition des divisions mitotiques qui permet
la constitution d'une masse solide ou morula
(généralement le 4e et 5e jour) et apres laquelle
se développe une cavité remplie de fluide qui
aboutit a la formation de 'embryon (généralement
le 5e et e jour) ; et se termine par limplantation
de 'embryon qui commence a la fin de la premiere
semaine et s'achéve a la fin de la deuxieme
semaine apres la conception.

ASSURANCE DE QUALITE

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

Produit testé selon la procédure MEA unicel-
lulaire, avec un taux d’'embryons satisfaisant
supérieur ou égal a 80 %. Produit testé aux
endotoxines selon USP avec un taux satisfai-
sant <1 EU/ml.

Un certificat d'analyse du produit est disponible.

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

+ Boites de Petri stériles (Falcon 351006 50 x
9 mm ou équivalent) ou boites & quatre puits
(Nunc 176740, puits de 1 ml ou équivalent)
Gants jetables

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

Précelles

Ciseaux ou scalpel

Minuteur ou chronometre

Réservoir d'azote liquide (réservoir Dewar ou
Styrofoam avec couvercle, d'une capacité de
1a2l)

Azote liquide (volume suffisant pour recouvrir
le tube de cryogénisation ou le récipient
contenant le ou les blastocystes vitrifiés)
Milieu de culture (Quinn’s Advantage Protein
Plus Blastocyst Medium [Ref # ART-1529]
par exemple) préparé et prééquilibré dans
une boite de culture avant la décongélation
des spécimens

MODE D’UTILISATION

Composants du kit de réchauffement aprés
vitrification SAGE™ nécessaires pour une
procédure de réchauffement d’embryon(s) (2
embryons maximum par procédure).

Solution 1.0 M Sucrose Warming Solution
(1MWS):de20 pla1ml

Solution 0.5 M Sucrose Warming Solution
(0.5MWS):ded0 pla1ml

MOPS Solution (MS) : de 60 i a 2 ml

PROTOCOLE DE RECHAUFFEMENT

ET DE DILUTION

La procédure de réchauffement et de dilution doit
étre effectuée a une température comprise entre
35 °C et 37 °C. Utiliser un platine de microscope
chauffé pour les procédures suivantes. Minimiser
I'exposition des spécimens a la lumiére lors de
lincubation dans les solutions de réchauffement.
Amener les solutions a une température comprise
entre 35 °C et 37 °C avant emploi.

Se reporter au mode d'utilisation fourni avec
le support utilisé pour obtenir des instructions
spécifique audit support.

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

1. Remplir suffisamment le réservoir d’azote
liquide pour pouvoir immerger totalement
le tube de cryogénisation ou le récipient
contenant le support utilisé, puis le placer
a proximité du congélateur d'azote liquide
contenant les échantillons vitrifiés a réchauf-
fer.

Extraire les tiges de cryogénisation avec les
récipients ou se trouve le support contenant
le ou les embryons vitrifiés, puis les trans-
férer rapidement dans le réservoir d'azote
liquide, en maintenant le support immergé
en permanence dans I'azote liquide.

2. Suivre les instructions jointes au support utili-
sé.

3. Pour une manipulation rapide, placer le
réservoir a proximité du microscope.

4. Placer sur une boite de Pétri stérile (ou sur
son couvercle) une étiquette contenant les
informations nécessaires.

5. S'assurer que le contenu de chaque flacon
de 1 MWS, 0.5 M WS et MS est correcte-
ment mélangé en agitant délicatement les
flacons a plusieurs reprises avant emploi.

6. Préparer la boite de Petri. Dans une
atmosphere stérile, déposer une goutte de
20 pl de 1 M WS et deux gouttes de 20
pl de 0.5 M WS (voir schéma 1, a droite).
Trois gouttes de 20 pl seront ultérieurement
ajoutées, a I'étape 12.

7. Alaide de précelles, localiser le support
sur la tige placée dans le réservoir d'azote
liquide. Ne pas traiter plus d'un support a la
fois.

8. Extraire prudemment le support de la tige
en maintenant la partie contenant le ou les
embryons sous la surface de I'azote liquide.

9. Suivre le mode d’emploi fourni avec le sup-
port utilisé pour immerger immédiatement
(dans un délai de 2 secondes) le support
dans la goutte de 1 M WS, une fois qu'il a
été extrait de son revétement de protection.
Le ou les embryons flotteront du support
dans la goutte 1 M WS. Maintenir le ou les
embryons dans cette solution pendant une
minute. Le ou les embryons rétréciront et

flotteront ensuite vers le haut de la goutte.
Remarque : aprés chaque transfert d'em-
bryon(s), éliminer le liquide restant dans la
pipette et aspirer un peu de solution de la
goutte suivante avant la prochaine manipula-
tion. Eviter la formation de bulles durant les
transferts.

10. Aspirer de la solution 0,5 M WS dans la
pipette de transfert, puis transférer le ou
les embryons de la goutte de 1 M WS en
en aspirant un volume minimal vers la pre-
miére goutte de 0,5 M WS. Y maintenir les
embryons pendant 2 minutes.

. Placer ensuite le ou les embryons au fond
de la seconde goutte de 0,5 M WS pendant
2 minutes.

Remarque : le ou les embryons garderont leur
taille réduite durant I'exposition a la solution
0.5 M WS. Dans lintervalle, placer trois gouttes
de 20 I de MOPS Solution (MS ; MS1, MS2,
MS3) comme indiqué sur le schéma 1 (a
droite).
12. Placer le ou les embryons au fond de la
premiére goutte de MS (MS1) pendant 3
minutes.

. Placer ensuite le ou les embryons dans la
partie supérieure de la seconde goutte de
MS (MS2) pendant 3 minutes.

. Placer le ou les embryons dans la partie
supérieure de la troisiéme goutte de MS
(MS3) pendant 3 minutes.

. Placer enfin le ou les embryons dans
une boite contenant un milieu de culture
prééquilibré adapté et incuber dans un
incubateur CO2 & 37 °C pendant 3 a 4
heures avant de les recueillir pour les mani-
pulations et/ou transferts suivants.

. Si davantage d’embryons doivent étre
réchauffés, répéter les étapes 6 a 16
ci-dessus en utilisant de nouvelles gouttes de
solutions de réchauffement

B. Procédure pour l'utilisation de volumes

plus importants de solution dans une boite

a4 puits

w

N

o

=

Remarque : Faire preuve de prudence afin
d'éviter toute contamination (microbienne,
patient, etc.) lors de ['utilisation de boites &
4 puits.

1.

EXPLICATION :

1 M WS = solution 1 M Sucrose Warming Solution
0,5 M WS = solution 0,5 M Sucrose Warming Solution
MS=MOPS Solution

= transférer I'embryon dans la goutte suivante

T = partie supérieure de la goutte (Top of drop)
B = fond de la goutte (Bottom of drop)

Schéma 1

Remplir suffisamment le réservoir d'azote
liquide pour pouvoir immerger totalement
le tube de cryogénisation ou le récipient
contenant le support utilisé, puis le placer
a proximité du congélateur d'azote liquide
contenant les paillettes a réchauffer.

. Extraire les tiges de cryogénisation avec les

récipients ou se trouve le support contenant
le ou les embryons vitrifiés, puis les trans-
férer rapidement dans le réservoir d'azote
liquide, en maintenant le support immergé en
permanence dans 'azote liquide.

. Suivre les instructions jointes au support

utilisé.

. Pour une manipulation rapide, placer le

réservoir & proximité du microscope.

. Placer sur une boite a 4 puits stérile une

étiquette contenant les informations néces-
saires.

(3 min chacun)

Gouttes de 20 pl

(transfer embryo to next drop)

6. S'assurer que le contenu de chaque flacon
de 1 MWS, 0,5 M WS et MS est correcte-
ment mélangé en agitant délicatement les
flacons a plusieurs reprises avant emploi.

7. Préparer la boite a puits multiples en milieu
stérile. Placer 1 ml de 1 M WS dans le puits
1,1 mlde 0,5M WS dans le puits 2 et 1 ml
de MS dans les puits 3 et 4 (voir schéma 2,
ci-dessous).

8. Alaide de précelles, localiser le support
sur la tige placée dans le réservoir d'azote
liquide. Ne pas traiter plus d'un support a la
fois.

9. Extraire prudemment la paillette (ou autre
support) de la tige, en maintenant immer-
gée la partie inférieure contenant le ou les
embryons dans I'azote liquide.

10. Suivre le mode d'utilisation fourni avec le
support utilisé pour l'immerger immédiate-
ment (dans un délai de 2 secondes) dans le
puits contenant 1 ml 1 M WS, une fois qu'il
a été extrait de son revétement protecteur.
Le ou les embryons flotteront du support
dans la goutte 1 M WS. Maintenir le ou les
embryons dans cette solution pendant une
minute.

Schéma 2

4

Transfert en culture pour
prélévement

2%
i

EXPLICATION :

1 M WS = solution 1 M Sucrose Warming Solution

0,5 M WS = solution 0,5 M Sucrose Warming Solution

MS = MOPS Solution

== transférer I'embryon dans le puits suivant (transfer
embryo to next well)

Le ou les embryons rétréciront et flotteront
ensuite vers le haut du puits.

Remarque : aprés chaque transfert des
embryons, éliminer le liquide restant dans la
pipette et aspirer un peu de solution de la goutte
suivante avant la prochaine manipulation. Eviter
la formation de bulles durant les transferts.

11. Aspirer un peu de solution 0.5 M WS dans
la pipette de transfert, puis transférer le ou
les embryons du puits 1 au puits 2 conte-
nant 1 ml de 0.5 M WS pendant 3 minutes.

Remarque : le ou les embryons garderont leur
taille réduite durant I'exposition a la solution
0,5MWS.

12. Placer ensuite le ou les embryons dans la
partie supérieure du puits 3 contenant 1 ml
de MS pendant 5 minutes.

13.Placer ensuite le ou les embryons dans la
partie supérieure du puits 4 contenant 1 ml
de MS pendant 5 minutes.

14. Placer enfin le ou les embryons dans
une boite contenant un milieu de culture
prééquilibré adapté et incuber dans un
incubateur CO2 a 37 °C pendant 3 a 4
heures avant de les recueillir pour les mani-
pulations et/ou transferts suivants.

15.Si davantage d’embryons doivent étre
réchauffés, répéter les étapes 8 a 14 ci-des-
sus en utilisant des solutions 1 M WS, 0,5M
WS et MS neuves.

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

Des informations portant sur certains aspects
spécifiques de la FIV, de la culture embryonnaire,
et la cryopréservation sont présentées dans notre
catalogue des produits.

CONSIGNES DE STOCKAGE ET STABILITE

Conserver les flacons non ouverts au réfrigé-

rateur entre 2 °C et 8 °C. Réchauffer a 37 °C

avant emploi. Ne pas congeler, ni exposer a

des températures supérieures a 39 °C. Les pro-

duits sont stables jusqu'a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette.

1. Prélever le volume du produit souhaité en res-
pectant les procédures aseptiques. Un flacon
contient le volume de solution adapté & une
seule utilisation.

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

3. Ne pas utiliser si le produit devient
décoloré, opaque, trouble, ou montre un
quelconque signe de contamination micro-
bienne.
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AUTRES PRODUITS
ART 8025 SAGE™ Vitrification Kit

SAGE In Vitro Fertilization™ propose une
gamme compléte de produits destinés aux spé-
cialistes de la médecine reproductive. Veuillez
nous appeler ou nous écrire pour obtenir une
information particuliére ou un exemplaire de
notre catalogue actuel. Pour les questions tech-
niques ou pour joindre notre département de
service clientéle, appelez la ligne d'assistance
de SAGE™.

Appeler la LIGNE D’ASSISTANCE DE
SAGE™ au numéro :

Aux Etats-Unis : (800) 243-2974
International : (203) 601-9818
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SAGE™ Vitrification
Warming Kit
(Erwérmungs-Kit fiir vitrifizierte
Embryonen)

Nur fiir laboratorische Prozeduren; fiir andere

Anwendungszwecke muss der Benutzer
berechtigt sein.

eibung

MOPS Solution (ART-8030-C) ist eine MOPS-
gepufferte Losung aus modifiziertem HTF, das
essentielle und nicht-essentielle Aminosauren,
Gentamicinsulfat (0,01 g/l) und 12 mg/ml
Humanserumalbumin enthéit.

Dieses Produkt enthalt 10 mg/l des
Aminoglykosid-Antibiotikums Gentamicin.

DIE IM VITRIFICATION WARMING KIT
ENTHALTENEN MATERIALIEN

1 x 4-ml-Flasche mit 1,0 M Sucrose Warming
Solution (REF # ART-8030-A)

1 x 2-ml-Flasche mit 0,5 M Sucrose Warming
Solution (REF # ART-8030-B)

1 x 6-ml-Flasche mit MOPS Solution (REF #
ART-8030-C)

VORSICHTSMASSNAHMEN UND

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

g: Die Unbedenklichkeit und Wirksamkeit

der Vitrifizierung bei humanen Embryonen, die

nummer WARNUNGEN
1.0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0.5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C Acht
VERWENDUNGSZWECK

Diese Produkte wurden zur Wiederher- stel-
lung von menschlichen Embryonen (Zygoten
im Vorkernstadium bis Tag 3 der Embryos

im Zellteilungsstadium und Embryos im
Blastozystenstadium) entwickelt, die mit dem
SAGE™ |VF Vitrification Kit (Ref # ART-8025)
vitrifiziert worden sind. Das Kit ist fiir die
Verwendung mit dem SAGE™ Vitrification Kit
(ART-8025) zum ultraschnellen Einfrieren von
Proben vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

1,0 M Sucrose Warming Solution (ART-

8030-A) ist eine MOPS-gepufferte Losung

aus modifiziertem HTF, das essentielle und
nicht-essentielle Aminos&uren, Gentamicin-
sulfat (10 mg/l), 1,0 M Sucrose und 12 mg/ml
Humanserumalbumin enthélt. 0,5 M Sucrose
Warming Solution (ART-8030-B) ist eine
MOPS-gepufferte Losung aus modifiziertem
HTF, das essentielle und nicht-essentielle
Aminosauren, Gentamicin-sulfat (10 mg/l), 0,5
M Sucrose und 12 mg/ml Humanserumalbumin
enthélt.

noch nicht das Blastozysten-stadium erreicht
haben, wurde nicht aus-reichend untersucht. Bis
heute existieren nur Berichte tiber Embryonen
im Furchungs- stadium, die am 3. Tag der
Entwicklung vitrifiziert wurden (Desai et al.,
2007). Klinische Schwangerschaften wurden
nur mit vitrifizierten Zygoten erzeugt (Selman &
El-Danasouri, 2002).

Achtung: Der Benutzer muss vor der
Verwendung der Vitrification und Vitrification
Warming Kits fiir die Vitrifizierung mensch- licher
Embryonen die Nutzungshinweise und die
Vorsichtsmafinahmen und Warmungen gelesen
und verstanden haben, sowie in der korrekten
Ausfiihrung der Verfahren geschult sein.

Die Komponente 1,0 M Sucrose Warming
Solution (ART-8030-A) dieses Kits enthalt 12
mg/ml Humanserumalbumin.

Die Komponente 0,5 M Sucrose Warming
Solution (ART-8030-B) dieses Kits enthalt 12
mg/ml Humanserumalbumin.

Die Komponente MOPS Solution Solution
(ART-8030-C) dieses Kits enthalt 12 mg/ml
Humanserumalbumin.

Dieses Produkt enthélt das Antibiotikum

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

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

Dieses Produkt beinhaltet Albumin, ein Derivat
aus menschlichem Blut.

Achtung: Alle Blutprodukte miissen wie poten-
tiell infektiéses Material behandelt werden. Das
Quellmaterial, aus dem dieses Produkt gewon-
nen wurde, wurde negativ auf Antikbrper gegen
HIV-1/HIV-2 und HCV getestet und ist nicht
reaktiv auf HBsAg, HCV RNA und HIV-1 RNA.
Jedoch kann keine Untersuchungsmethode ein
mdgliches Infektionsrisiko durch Produkte, die
aus Material menschlichen Ursprungs hergestellt
wurden, mit absoluter Sicherheit ausschlieRen.
Die Spender des Quellmaterials wurden auf
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) untersucht.
Basierend auf den effektiven Spenderunter-
suchungen und den Prozessen zur Produkt-
herstellung ist das Risiko der Ubertragung viraler
Erkrankungen &uferst gering. Das theoretische
Risiko einer Ubertragung von CJK wird ebenfalls
als auferst gering eingestuft. Bis heute sind
keine Félle bekannt, bei denen es zu einer
Ubertragung viraler Erkrankungen oder CJK
durch Albumin kam.

Zu den Standardmafnahmen zur Vorbeugung
von Infektionen bei der Anwendung medi-
zinischer Produkte aus menschlichem Blut
oder Plasma zahlen die sorgfaltige Auswahl
der Spender, die Untersuchung einzelner
Spenden und Plasmapools auf spezielle
Infektionsmarker sowie die Umsetzung
effi-zienter Herstellungsschritte zur Inaktivierung/
Entfernung von Viren. Dennoch I&sst sich bei
der Verabreichung medizinischer Produkte aus
menschlichem Blut oder Plasma die Ubertragung
von Infektionserregern nicht vollstéandig aus-
schlieen. Dies gilt auch fiir unbekannte oder
neu gebildete Viren und sonstige Pathogene.
Es liegen keine Berichte zur nachgewiesenen
Ubertragung von Viren durch Albumin vor,

das gemaR anerkannter Verfahren und in
Ubereinstimmung mit den Spezifikationen der
Européischen Pharmakopde hergestellt wurde.

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

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

Die Verwendung eines mikrobiell kontaminierten
Produkts kann zu unzureichenden Bedingungen
bei der Befruchtungsforderung und/oder bei

der Embryoqualitét in der In-vitro-Kultur fiihren.
Solche Bedingungen kdnnen dazu fiihren, dass
sich der Embryo nicht richtig entwickeln oder
einpflanzen kann, und somit einen Fehlversuch
einer assistierten Reproduktion zur Folge haben.

Hinweis: ,Embryo* ist ein allgemeiner Begriff.

SAGE™ grenzt diesen Begriff ein und betrachtet
die Zeitspanne, die mit der Entstehung einer ein-
zelnen diploiden Zelle aus der Verschmel-zung
des ménnlichen und weiblichen Genoms beginnt,
die zur Bildung einer Zygote mit anschlieRender
Entwicklung aus den wiederholten mitotischen
Teilungen fiihrt, wobei eine solide Masse bzw.
Morula geformt wird (in der Regel Tag 4 - 5),

in deren Anschluss sich eine mit Flssigkeit
gefiillte Hohle entwickelt, die zur Entstehung

der Blastozyste fiihrt (in der Regel Tag 5 - 6),
und mit der Einpflanzung des Embryos abge-
schlossen ist, die am Ende der ersten Woche
beginnt und am Ende der zweiten Woche nach
Konzeption endet.

QUALITATSSICHERUNG

Die Lésungen dieses Kits werden mithilfe von
Membranen gefiltert und mit asep- tischen
Methoden geméaR cGMP gehandhabt, die der
Sicherheitsstufe 10-3 fiir Sterilisationsverfahren
(SAL) entsprechen.

Ein-Zell-Mausembryotest (MEA) getestet und
bestanden mit 80 % oder mehr Embryo. USP
Endotoxin getestet und bestanden mit <1 EU/ml.

Ein Zertifikat dieser Produktanalyse ist vor-

handen.

ERFORDERLICHE, ABER NICHT
ENTHALTENE MATERIALIEN

Sterile Petrischalen (50 x 9 mm, Falcon
351006 oder vergleichbar) oder Multischalen
mit 4 Wells (1-ml-Wells, Nunc 176740 oder
vergleichbar)

Einweghandschuhe

Pipetten fiir die Ubertragung (Pipetten aus
gezogenem Glas oder Mikropipetten-spitzen)
mit einem Innendurchmesser von ca. 200 pm
Pinzetten

Scheren oder Skalpell

Timer oder Stoppuhr

Fliissigstickstoffbehalter (Dewar- oder
Styroporbehélter mit Deckel, 1-2 | Volumen)
Flissigstickstoff (ausreichend gefilllt, sodass
Kryorohrchen oder Goblet mit der/den vitrifi-
zierten Blastozyste(n) bedeckt ist)
Kulturmedium, zum Beispiel Quinn's
Advantage Protein Plus Blastocyst Medium
(Ref # ART-1529), vor dem Auftauen der
Proben in einer Kulturschale vorbereitet und
pradquilibriert

NUTZUNGSHINWEISE Die fiir ein
Erwarmungsverfahren des Embryos /der
Embryonen (maximal 2 Embryonen pro
Verfahren) erforderlichen Komponenten des
SAGE™ Vitrification Warming Kit.

1,0 M Sucrose Warming Solution (1M WS):

20 pl bis 1 ml

0,5 M Sucrose Warming Solution (0,5M

WS): 40 ppl bis 1 ml

MOPS Solution (MS): 60 pl bis 2 ml

ERWARMUNGS- UND
VERDUNNUNGSPROTOKOLL:

Das Erwérmungs- und Verdiinnungsverfahren
muss bei 35 - 37 °C durchgefiihrt werden.
Verwenden Sie fiir die folgenden Verfahren ein
Erhitzungsmikroskop. Minimieren Sie wéhrend
der Inkubation in den Warming Solutions die
direkte Sonneneinstrahlung auf die Proben.
Erwérmen Sie die Probe vor Gebrauch auf
35-37°C.

Beachten Sie die Nutzungshinweise, die dem
Tréger beiliegen, der fiir diese spezifische
Verwendung konzipiert wurde.

A. Verfahren mittels Mikrotropfen der
Losungen

1. Fillen Sie so viel Flussigstickstoff in den
Flissigstickstoffbehalter, dass ein Kryor6hrchen
oder Goblet mit dem Trager ausreichend tief
eingetaucht werden kann, und platzieren Sie
den Flissigstickstoffbehélter in der Nahe des
Gefrierapparats, der die zu erwarmenden vitrifi-
zierten Proben enthalt.

1 Entfernen Sie die Kryocanes mit Goblets, die
den Trager mit den vitrifizierten Embryonen
enthalten, und stellen Sie sie sofort in den
Flussigstickstoffbehalter. Der Trager sollte
stets in Fliissigstickstoff aufbewahrt werden.

2. Befolgen Sie die Anweisungen, die im
Lieferumfang des verwendeten Trégers
enthalten sind.

3. Platzieren Sie den Behélter in der Nahe des
Mikroskops, damit er schnell zur Verfiigung
steht.

4. Beschriften Sie die sterile Petrischale
(bzw. den Deckel) mit den notwendigen
Informationen.

5. Stellen Sie sicher, dass der Inhalt der
Flaschen mit 1 MWS, 0,5 M WS und MS vor
dem Gebrauch durch mehrmaliges vorsichti-
ges Umdrehen gut gemischt wird.

6. Bereiten Sie die Petrischale vor, indem
Sie einen 20-pl-Tropfen 1M WS und zwei
20-pl-Tropfen 0,5M WS aseptisch pipettieren
(siehe Abb. 1, rechts). Drei 20-l-Tropfen
MS werden spater bei Schritt 12 verwendet.

7. Erfassen Sie den Trager auf dem Cane im
Flussigstickstoffbehalter mit der Pipette. Die
Tréager diirfen nur einzeln verarbeitet wer-
den.

8. Entfernen Sie vorsichtig den Trager
vom Cane, wobei Sie den Teil, der den
Embryo / die Embryonen enthélt, stets in
Flissigstickstoff eingetaucht lassen.

9. Befolgen Sie die Nutzungshinweise, die
dem Tréger beiliegen, mit dem Sie das
Produkt unmittelbar (d. h. innerhalb von 2
Sek.) nach dem Entnehmen des Trégers aus
der Schutzhiille in den Tropfen 1 M WS ein-

tauchen. Die Embryonen flieRen vom Trager
in die Flasche mit 1 M WS. Belassen Sie
die Embryonen 1 Minute in dieser Losung.
Der/die Embryo(nen) schrumpfen nun und
flieRen zur Oberseite des Tropfens.

Hinweis: Pressen Sie nach jeder Ubertragung
von Embryonen die tbrige Fliissigkeit aus der
Pipette, und ziehen Sie vor dem néchsten Schritt
etwas Ldsung aus dem néchsten Tropfen auf.
Bei der Ubertragung sollten keine Luftblasen
entstehen.

10. Ziehen Sie 0,5M WS in die Pipette und Uber-
tragen Sie den/die Embryo(nen) aus dem
Tropfen 1M WS mit minimalem Volumen
fiir 2 Minuten auf die Unterseite des ersten
Tropfens 0,5M WS.

11. Ubertragen Sie nun den/die Embryo(nen)
fiir 2 Minuten auf die Unterseite des zweiten
Tropfens 0,5 M WS.

Hinweis: Bei Kontakt mit der Lésung 0,5 M WS

bleiben die Embryonen im geschrumpften Zustand.

Bereiten Sie wahrenddessen wie in Abbildung 1

(rechts) gezeigt 20-ul-Tropfen MOPS Solution

(MS, MS1, MS2, MS3) vor.

12. Ubertragen Sie nun den/die Embryo(nen)
fiir 3 Minuten auf die Unterseite des ersten
Tropfens MS (MS1).

13. Ubertragen Sie nun den/die Embryo(nen)
fiir 3 Minuten auf die Oberseite des zweiten
Tropfens MS (MS2).

. Ubertragen Sie nun den/die Embryo(nen)
fiir 3 Minuten auf die Oberseite des dritten
Tropfens MS (MS3).

. Fligen Sie die Embryonen schlieRlich auf
eine Schale mit geeignetem, praéquili-brier-
tem Kulturmedium, und inkubieren Sie sie
3 bis 4 Stunden bei 37 °C in einem CO2-
Inkubator, damit sie sich vor einer weiteren
Verarbeitung bzw. Ubertragung erholen
kénnen.

. Wenn mehrere Embryonen erwarmt werden
sollen, wiederholen Sie die Schritte 6 bis 16,
wobei Sie frische Tropfen WS verwenden.

B. Verfahren mit gréBeren Mengen der

Losungen in Multischalen mit 4 Wells

N

1

I3

=

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

1.

Fiillen Sie so viel Fliissigstickstoff in den
Flissigstickstoffbehélter, dass ein Kryorhrchen
oder Goblet mit dem Trager ausreichend tief
eingetaucht werden kann, und platzieren Sie
den Flissigstickstoffbehalter in der Nahe des
Gefrierapparats, der die zu erwarmenden
Réhrchen enthélt.

. Entferen Sie die Kryocanes mit Goblets, die

den Tréger mit den vitrifizierten Embryonen
enthalten, und stellen Sie sie sofort in den
Fliissigstickstoffbehalter. Der Trager sollte
stets in Fliissigstickstoff aufbewahrt werden.

. Befolgen Sie die Anweisungen, die im

Lieferumfang des verwendeten Tragers
enthalten sind.

. Platzieren Sie den Behélter in der N&he des

Mikroskops, damit er schnell zur Verfiigung
steht.

Abb. 1

LEGENDE:

1 MWS = 1M Sucrose Warming Solution
0,5M WS =0,5M Sucrose Warming Solution
MS = MOPS Solution

T = Oberseite des Tropfens (Top of drop)
B = Unterseite des Tropfens (Bottom of drop)

Geweils 3 Min,)

20 pl Tropfen

5. Beschriften Sie die sterile 4 Well-Petrischale
mit den notwendigen Informationen.

6. Stellen Sie sicher, dass der Inhalt der
Flaschen mit 1 M WS, 0,5 M WS und MS vor
dem Gebrauch durch mehrmaliges vorsichti-
ges Umdrehen gut gemischt wird.

7. Bereiten Sie die Multischale vor, indem Sie
aseptisch 1 ml 1M WS in Well 1, 1 ml 0,5 M
WS in Well 2 und 1 ml MS jeweils in Well 3
und 4 pipettieren (siehe Abb. 2).

8. Erfassen Sie den Trager auf dem Cane im
Fliissigstickstoffbehalter mit der Pipette. Die
Tréger durfen nur einzeln verarbeitet wer-
den.

9. Entfernen Sie vorsichtig das Rohrchen bzw.
den jeweiligen Trager vom Cane, wobei
Sie den unteren Teil, der den Embryo / die
Embryonen enthélt, stets in Fliissigstickstoff
eingetaucht lassen.

. Befolgen Sie die Nutzungshinweise, die dem
Tréger beiliegen, mit dem Sie das Produkt
unmittelbar (d. h. innerhalb von 2 Sek.)
nach dem Entnehmen des Tréagers aus der
Schutzhille in Well 1 eintauchen, der 1 ml 1
M WS enthélt. Die Embryonen flieRen vom

o

Abb. 2

'

i Kultur
2ur Wiederherstellung

= Embryotransfer auf nachsten Tropfen (transfer
embryo to next drop)

riragung auf Kultur zur
derherstellung

) i

LEGENDE:

1 M WS =1 M Sucrose Warming Solution

0,5M WS = 0,5 M Sucrose Warming Solution

MS = MOPS Solution

- Embryotransfer auf nachsten Well (transfer embryo
to next well)

Tréager in die Flasche mit 1 M WS. Belassen
Sie die Embryonen 1 Minute in dieser
Lésung.
Der/die Embryo(nen) schrumpfen nun und flie-
fen zur Oberseite des Wells.

Hinwesis: Pressen Sie nach jeder Ubertragung
von Embryonen die tibrige Fliissigkeit aus der
Pipette, und ziehen Sie vor dem nachsten Schritt
etwas Losung aus dem néchsten Tropfen auf.
Bei der Ubertragung sollten keine Luftblasen
entstehen.

11. Ziehen Sie 0,5 M WS in die Pipette und
(ibertragen Sie fiir 3 Minuten den /die
Embryo(nen) von Well 1 nach Well 2, der 1
ml 0,5 M WS enthalt.

Hinweis: Bei Kontakt mit der L6sung 0,5 M
WS bleiben die Embryonen im geschrumpften
Zustand.

12. Ubertragen Sie nun den/die Embryo(nen) fiir
5 Minuten auf die Oberseite von Well 3, der
1 ml MS enthalt.

Ubertragen Sie nun den/die Embryo(nen) fiir
5 Minuten auf die Oberseite von Well 4, der
1 ml MS enthalt.

14. Fiigen Sie die Embryonen schlieRlich auf
eine Schale mit geeignetem, pradquili-brier-
tem Kulturmedium, und inkubieren Sie sie
3 bis 4 Stunden bei 37 °C in einem CO2-
Inkubator, damit sie sich vor einer weiteren
Verarbeitung bzw. Ubertragung erholen
konnen.

Wenn weitere Embryonen erwarmt werden
sollen, wiederholen Sie unmittelbar im
Anschluss die Schritte 8 bis 14, wobei Sie
frische Losungen 1 M WS, 0,5 M WS und
MS verwenden.

Jedes Labor muss selbst entscheiden,
welches Medium fiir die einzelnen Verfahren
verwendet werden soll.

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

1

w

o

HINWEISE ZUR LAGERUNG UND
HALTBARKEIT

Ungedffnete Behalter lagern Sie gekiihlt bei
einer Temperatur von 2 bis 8 °C. Vor Gebrauch
auf 35 - 37 °C erwarmen. Nicht einfrieren
oder Temperaturen {ber 39 °C aussetzen.

Die Produkte sind bis zum Ende des auf der
Packung angegebenen Verfalldatums ver-
wendbar.

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

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

3. Nicht benutzen, wenn sich das Produkt
verférbt, triibe wird oder Anzeichen einer
mikrobiellen Kontaminierung aufweist.
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SAGE Media™

SAGE™ Vitrification
Warming Kit

(Kit per riscaldamento/vetrificazione )

Solo per procedure di laboratorio;

altri usi devono essere qualificati
dal consumatore finale.

Descrizione REF

del prodotto Numero

1.0 M Sucrose Warming Solution  ART-8030-A
0.5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C
USO PREVISTO

Questi prodotti sono destinati al recupero di
embrioni umani (embrioni in fase di divisione
zigoti pronucleari giorno 3 ed embrioni in fase
di blastociti) vetrificati mediante il kit per vetri-
ficazione IVF SAGE™ (Ref N. ART-8025). Il
kit & concepito per essere utilizzato insieme al
kit per vitri-ficazione SAGE™ (ART-8025) per
congelamento ultra-rapido di campioni.

DESCRIZIONE DEL PRODOTTO

Soluzione per riscaldamento con saccarosio
1,0M

(ART-8030-A) & una soluzione HTF modi-fica-
ta con MOPS buffer, contenente ammino-acidi
non essenziali ed essenziali, solfato di gen-
tamicina (10 mg/l), saccarosio 1,0 M e 12 mg/
ml di albumina sierica umana. La soluzione
per riscaldamento con saccarosio 0,5 M (ART-
8030-B) € una soluzione HTF modificata con
MOPS buffer, contenente amminoacidi non
essenziali ed essenziali, solfato di gentamicina
(10 mg/l), saccarosio 0,5 M e 12 mg/ml di albu-
mina sierica umana.

La soluzione MOPS (ART-8030-C) & una
soluzione HTF modificata con MOPS buffer,

contenente amminoacidi non essenziali ed essen-
ziali, solfato di gentamicina (0,01 g/l) e 12 mg/
ml di albumina umana.

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

MATERIALI FORNITI CON IL KIT PER
RISCALDAMENTO/VETRIFICAZIONE

1 x fiala da 4 ml di soluzione per riscaldamento
con saccarosio 1,0 M (REF N. ART-8030-A)

1 x fiala da 2 ml di soluzione per riscaldamento
con saccarosio 0,5 M (REF N. ART-8030-B)

1 x 6 ml di soluzione MOPS (REF N. ART-
8030-C)

PRECAUZIONI E AVVERTENZE

Avviso: non & nota la sicurezza a lungo
termine della vetrificazione degli embrioni per i
bambini nati tramite questa procedura.
Attenzione: la sicurezza e 'efficacia della
vetrificazione non sono state valutate comple-
tamente negli embrioni umani che non hanno
ancora raggiunto la fase di sviluppo di blastoci-
ti. Finora, si sono registrate nascite da embrioni
della fase di divisione vetrificati il giorno 3 dello
sviluppo (Desai et al., 2007) e si sono verificate
gravidanze cliniche da zigoti vetrificati (Selman
& El-Danasouri, 2002).

Attenzione: I'utente deve leggere e comprendere
le Istruzioni per I'uso, le Precauzioni e avver-
tenze ed essere adeguatamente formato sulla
procedura corretta prima di utilizzare i kit per
vetrificazione e per riscaldamento/ vetrificazione
di embrioni umani.

Il componente soluzione per riscaldamento con
saccarosio 1,0 M (ART-8030-A) in questo kit
contiene 12 mg/ml di albumina sierica umana.
I componente soluzione per riscaldamento con
saccarosio 0,5 M (ART-8030-B) in questo kit
contiene 12 mg/ml di albumina sierica umana.
Il componente soluzione MOPS (ART-8030-C)

in questo kit contiene 12 mg/ml di albumina
sierica umana.

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

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

Questo prodotto contiene albumina, un emode-
rivato umano.

Attenzione: tuti i prodotti di origine ematica devono
essere trattati come potenzialmente infetti. Il mate-
riale sorgente da cui deriva questo prodotto & risul-
tato negativo al test degli anticorpi per HIV-1/HIV-2,
HCV e non reattivo a HBsAg, HCV RNA e HIV-1
RNA. Nessun metodo di analisi noto & in grado di
garantire che i prodotti derivati dal sangue umano
non trasmettano agenti infettivi. | donatori del mate-
riale sorgente sono stati esaminati per la malattia

di Creutzfeldt-Jakob (CJD). In base a processi
efficaci di screening dei donatori e di produzione del
prodotto, il rischio di trasmissione di malattie virali

& estremamente remoto, come il rischio teorico

di trasmissione di CJD. Per I'albumina non sono
mai stati identificati casi di trasmissione di malattie
virali o CJD.

Le misure standard per evitare le infezioni
causate dall'uso di prodotti medicinali prepa-
rati da sangue o plasma umano includono la
selezione dei donatori, lo screening di specifici
indicatori di infezione nelle singole donazioni e
pool di plasma, nonché l'inclusione di passaggi
di produzione efficaci per la disattivazione o la
rimozione dei virus. Nonostante queste misure,
nella somministrazione dei prodotti medici-

nali preparati da sangue o plasma umano, la
possibilita di trasmissione di agenti infettivi

non puod essere esclusa completamente. Tale
possibilita vale anche per virus e altri agenti
patogeni sconosciuti o nuovi. Non sono dispo-
nibili registrazioni/segnalazioni di trasmissione
comprovata di virus con I'albumina prodotta
secondo le specifiche della EP (European
Pharmacopoeia, Farmacopea Europea) tramite
processi standardizzati.

Monouso: per evitare problemi di contamin-a-
zione, manipolare con tecniche asettiche ed
eliminare il prodotto in eccesso rimanente nel
flacone o nella fiala al termine della procedura.
| prodotti per terreni di coltura destinati alla
fecondazione in vitro sono monouso. |l riutilizzo
dei terreni di coltura puo determin-are 'impiego

di prodotti dopo la data di scadenza indicata
sull'etichetta oppure I'aumento del rischio di
contaminazione microbica in una procedura
successiva se lo specialista non utilizza le tecni-
che asettiche adeguate.

Lutilizzo di prodotti scaduti o con contamin-azione
microbica pud dar luogo a condizioni non
ottimali per la fecondazione e/o la qualita dell'em-
brione durante la coltura in vitro. Tali condizioni
possono provocare il mancato sviluppo dell'em-
brione in maniera adeguata oppure I'impianto,
portando potenzialmente al fallimento della
procedura di fecondazione assistita.

Nota: embrione & considerato un termine genera-
le. Piu precisamente, secondo SAGE™ identifica
il periodo che inizia quando dalla fusione del
genoma maschile e femminile deriva una singola
cellula diploide creando lo zigote con successivo
sviluppo dalla divisione mitotica ripetuta e forma-
zione di una massa solida o morula (solitamente
giorno 4-5). In seguito si sviluppa una cavita
piena di liquido che forma blastociti (solitamente
giorno 5-6). Il periodo si conclude con I'impianto
dell'embrione che inizia alla fine della prima
settimana e si completa alla fine della seconda
settimana dopo il concepimento.

GARANZIA DI QUALITA

Le soluzioni in questo kit sono state soggette a fil-
trazione su membrana e vengono lavorate asetti-
camente in conformita alle procedure cGMP che
sono state convalidate per soddis-fare un livello
di garanzia di sterilita (SAL) di 10-3,

Test MEA su cellula singola superato con '80%
o piu di embrioni. Test per le endo-tossine USP
superato con < 1 EU/ml.

Per questo prodotto & disponibile un certificato
di analisi.

MATERIALI NECESSARI MA NON INCLUSI
Piastre di Petri sterili (50 x 9 mm, Falcon
351006 o equivalente) o multipiastre a 4
pozzetti (pozzetti da 1 ml, Nunc 176740 o
equivalente)

Guanti monouso

Pipette di trasferimento (pipette in vetro riem-
pite o punte di micropipette) con un diametro
interno della punta di ~200 ym

+ Pinze
Forbici o bisturi
« Timer o cronometro

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

Azoto liquido (volume sufficiente per coprire
la crioprovetta o il bicchiere contenente le
blastociti vetrificate)

Terreno di coltura, ad es. Quinn’s Advantage
Protein Plus Blastocyst Medium (Ref N.
ART-1529) preparato e pre-equilibrato in
una piastra per coltura prima di scongelare i
campioni

ISTRUZIONI PER L'USO
Componenti del kit per riscaldamento/vetrifi-
cazione SAGE™ richiesti per una procedura
di riscaldamento degli embrioni (massimo 2
embrioni per procedura).

Soluzione per riscaldamento con sacca-rosio
10M(1MWS):da20 pla1ml

Soluzione per riscaldamento con sacca-rosio
0,5M (0.5 MWS): da40 pla1ml

Soluzione MOPS (MS): da 60 pla 2 ml

PROTOCOLLO DI RISCALDAMENTO E
DILUIZIONE:
La procedura di riscaldamento e diluizione deve
essere eseguita a 35-37 °C. Utilizzare una fase
di microscopia con riscaldamento per le seguen-
ti procedure. Ridurre al minimo I'esposizione dei
campioni alla luce durante l'incubazione nelle
soluzioni di riscaldamento. Portare le soluzioni a
35-37 °C prima dell'uso.
Per informazioni specifiche relative al dispo-
sitivo, fare riferimento alle Istruzioni per 'uso
allegate al dispositivo per trasporto utilizzato.
A. Procedura tramite volumi di microgocce
delle soluzioni
1. Riempire di azoto liquido I'apposito
contenitore fino a un livello che consente di
immergere completamente una criopro-vetta
0 un bicchiere contenente il disposi-tivo per
trasporto utilizzato e posizionare vicino
al frigorifero ad azoto liquido contenente i
campioni vetrificati da riscaldare.

Rimuovere i criocontenitori con i bicchieri
contenenti il dispositivo per trasporto e

gli embrioni vetrificati, quindi trasferire
velocemente nel contenitore di azoto liquido
tenendo sempre il dispositivo per trasporto
nell'azoto liquido.

2. Seguire le istruzioni allegate al dispositivo per
trasporto utilizzato.

3. Posizionare il contenitore accanto al micro-
scopio per consentire una manipolazione
rapida.

4. Etichettare una piastra Petri sterile (o coper-
chio) con le informazioni necessarie.

5. Accertarsi che il contenuto di ogni fiala di
soluzioni ES e VS sia mescolato adegua-
tamente per inversione diverse volte prima
dell'uso.

6. Preparare la piastra Petri erogando con
tecnica asettica una goccia da 20 pl di WS
1M e due gocce da 20 pl di WS 0,5 M
(vedere fig. 1, a destra). Tre gocce da 20 pl
di MS verranno preparate successivamente
al passaggio 12.

7. Utilizzando le pinze, posizionare il disposi-tivo
per trasporto sul contenitore nel serbatoio
di azoto liquido. E possibile trattare un solo
dispositivo per trasporto alla volta.

8. Rimuovere con cura il dispositivo per
trasporto dal contenitore, tenendo la parte
contenente gli embrioni al di sotto della
superficie dell'azoto liquido.

9. Seguire le Istruzioni per I'uso allegate al
dispositivo per trasporto utilizzato per immer-
gere immediatamente (entro 2 secondi) il
dispositivo, dopo averlo estratto dalla coper-
tura protettiva, nella goccia di WS 1 M. Gli
embrioni passano dal dispositivo in WS 1 M.
Lasciare gli embrioni in questa soluzione per
un minuto. Le dimensioni degli embrioni si
riducono e questi ultimi passano nella parte
superiore della goccia.

Nota: dopo ogni trasferimento di embrioni,

rimuovere il liquido rimanente nella pipetta di

trasferimento e prelevare parte della soluzione

dalla goccia successiva prima di procedere con
la manipolazione successiva. Evitare la forma-
zione di bolle durante i trasferimenti.

10. Prelevare parte di WS 0,5 M nella pipetta di
trasferimento e trasferire gli embrioni dalla
goccia di WS 1 M con volume minimo sul
fondo della prima goccia di WS 0,5 M e
lasciare riposare per 2 minuti.

11. Quindi trasferire gli embrioni sul fondo della
seconda goccia di WS 0,5 M per 2 minuti.

Nota: le dimensioni degli embrioni rimangono

ridotte durante I'esposizione a 0,5 M WS. In

questo intervallo, preparare tre gocce da 20

ul di soluzione MOPS (MS; MS1, MS2, MS3),

come mostrato nella figura 1 (a destra).

12. Trasferire gli embrioni sul fondo della prima
goccia di MS (MS1) per 3 minuti.

13. Quindi trasferire gli embrioni nella parte
superiore della seconda goccia di MS
(MS2) per 3 minuti.

14. Trasferire gli embrioni nella parte superiore
della terza goccia di MS (MS3) per 3 minuti.

15. Infine trasferire gli embrioni in una piastra di
terreno di coltura appropriato pre-equilibrato
e introdurli in un incubatore a CO2 a 37 °C
per 3-4 ore, in modo da consentire un ulte-
riore recupero prima di altre manipolazioni
elo trasferimento.

16. Se devono essere riscaldati pili embrioni,
ripetere i precedenti passaggi da 6 a 16,
utilizzando gocce fresche di soluzioni per
riscaldamento.

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

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

1. Riempire di azoto liquido I'apposito con-
tenitore fino a un livello che consente di
immergere completamente una crioprovetta
0 un bicchiere contenente il dispositivo per
trasporto utilizzato e posizionare vicino al
frigorifero ad azoto liquido contenente le
cannucceli capillari da riscaldare.

2. Rimuovere i criocontenitori con i bicchieri

contenenti il dispositivo per trasporto e

gli embrioni vetrificati, quindi trasferire
velocemente nel contenitore di azoto liquido
tenendo sempre il dispositivo per trasporto
nell'azoto liquido.

3. Seguire le istruzioni allegate al dispositivo per

trasporto utilizzato.

4. Posizionare il contenitore accanto al micro-sco-

pio per consentire una manipolazione rapida.

5. Etichettare una multipiastra a 4 pozzetti

sterile con le informazioni necessarie.

6. Accertarsi che il contenuto di ogni fiala di

soluzioni ES e VS sia mescolato adegua-
tamente per inversione diverse volte prima
dell'uso.

7. Preparare la piastra multipozzetto erogan-

Fig. 1
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gocce da 20 pl

(vedere fig. 2).

8. Utilizzando le pinze, posizionare il disposi-tivo
per trasporto sul contenitore nel serbatoio
di azoto liquido. E possibile trattare un solo
dispositivo per trasporto alla volta.

9. Rimuovere con cura il capillare o un altro
dispositivo per trasporto dal conteni-tore,
tenendo la parte inferiore contenente gli
embrioni al di sotto della superficie dell’azo-
to liquido.

. Seguire le Istruzioni per I'uso allegate al
dispositivo per trasporto utilizzato per immer-
gere immediatamente (entro 2 secondi) il
dispositivo dopo averlo estratto dalla copertu-
ra protettiva nel pozzetto 1 contenente 1 ml di
WS 1M. Gli embrioni passano dal dispositivo
in WS 1M. Lasciare gli embrioni in questa
soluzione per un minuto.

Le dimensioni degli embrioni si riducono e

Fig. 2

o

(3 min ciascuno)
Trasferire alla coltura
peril recupero

LEGENDA:
1 M WS = soluzione per riscaldamento con
saccarosio 1 M
0,5 M WS = soluzione per riscaldamento con
saccarosio 0,5 M
MS = soluzione MOPS
== trasferire I'embrione alla goccia successiva
(transfer embryo to next drop)
T = parte superiore della goccia (Top of drop)
B = fondo della goccia (Bottom of drop)

do in modo asettico 1 ml di WS 1 M nel
pozzetto 1, 1 ml di WS 0,5 M nel pozzetto
2 e 1 mldi MS ciascuno nei pozzetti 3 e 4

LEGENDA:
1 M WS = soluzione per riscaldamento con
saccarosio 1 M
0,5 M WS = soluzione per riscaldamento con
saccarosio 0,5 M
MS = soluzione MOPS
= trasferire 'embrione al pozzetto successivo
(transfer embryo to next well)

questi ultimi passano nella parte superiore del
pozzetto.

Nota: dopo ogni trasferimento di embrioni,

rimuovere il liquido rimanente nella pipetta di
trasferimento e prelevare parte della soluzione
dalla goccia successiva prima di procedere con
la manipolazione successiva. Evitare la forma-
zione di bolle durante i trasferimenti.

11. Prelevare parte di WS 0,5 M nella pipetta di
trasferimento e trasferire gli embrioni dal
pozzetto 1 al pozzetto 2 contenente 1 ml di
WS 0,5 M per 3 minuti.

Nota: le dimensioni degli embrioni rimangono

ridotte durante I'esposizione a 0,5 M WS.

12. Trasferire gli embrioni nella parte superiore
del pozzetto 3 contenente 1 ml di MS per 5
minuti.

d

Quindi trasferire gli embrioni nella parte
superiore del pozzetto 4 contenente 1 ml di
MS per 5 minuti.

. Infine trasferire gli embrioni in una piastra di
terreno di coltura appropriato pre-equilibrato
e introdurli in un incubatore a CO2 a 37 °C
per 3-4 ore, in modo da consentire un ulte-
riore recupero prima di altre manipolazioni
elo trasferimento.

15. Se devono essere riscaldati piti embrioni,
ripetere i precedenti passaggi da 8 a 14,
utilizzando nuove soluzioni di WS 1 M, WS
0,5Me MS.

Ogni laboratorio deve stabilire quale mezzo

usare per ogni singolo procedimento.

Informazioni su specifici aspetti di IVF, coltura

embrionale e crioconservazione sono disponibili

nel nostro catalogo prodotti.

N

INFORMAZIONI SU CONSERVAZIONE E

STABILITA

Conservare i contenitori chiusi tra 2 e 8 °C.

Prima dell'uso riscaldarli a 35-37 °C. Non

congelare o esporre a temperature superiori

a 39 °C. | prodotti sono stabili fino alla data di

scadenza indicata sull'etichetta.

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

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

3. Non usare il prodotto se presenta segni di
decolorazione, opacita, torbidita o evidenze
di contaminazione microbica.
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ART 8025 SAGE™ Vitrification Kit

SAGE In Vitro Fertilization™ offre una gamma
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riproduttiva. Chiamare o scrivere per informa-
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SAGE™ Vitrification
Warming Kit

(Kit de calentamiento para vitrificacion)

Para procesos en laboratorio solamente.

Otros usos en funcién del usuario final.

REF
Descripcion Numero
1.0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0.5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C
APLICACIONES

Estos productos se utilizan para la recupe-racion
de embriones humanos (cigotos pronucleares
en el dia 3, embriones en la fase de clivaje

y embriones en la fase de blastocitos) que
hayan sido vitrificados con el SAGE™ IVF
Vitrification Kit (kit de vitrificacion de FIV de
SAGE™) (Ref. # ART-8025). Este kit esta
disefiado para su uso en conjunto con el
SAGE™ Vitrification Kit (kit de vitrificacion

de SAGE™) (ART-8025) para la congelacion
ultrarrapida de especimenes.

DESCRIPCION
Solucion de calentamiento sacarosa de 1.0 M

(ART-8030-A) es una solucién con tampén
MOPS de HTF modificado que contiene ami-
nodcidos esenciales y no esenciales, sulfato
de gentamicina (10 mg/L), sacarosa de 1.0 M

y 12 mg/ml de seroalblimina humana. La
Sucrose Warming Solution (solucién de calenta-
miento sacarosa) de 0.5 M (ART-8030-B) es una
solucién con tampon MOPS de HTF modificado
que contiene amino&cidos esenciales y no esen-
ciales, sulfato de gentamicina (10 mg/l), sacarosa
de 0.5 MYy 12 mg/ml de sero-albimina humana.

La solucion MOPS (ART-8030-C) es una
solucién con tampén MOPS de HTF modificado
que contiene aminoacidos esenciales y no
esenciales, sulfato de gentamicina (0,01 g/L) y
12 mg/ml de seroalbimina humana.

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

MATERIALES INCLUIDOS EN EL KIT DE
CALENTAMIENTO PARA VITRIFICACION
Via de 1 x4 ml de la Sucrose Warming
Solution (solucion de calentamiento saca-rosa)
de 1.0 M (REF. # ART-8030-A)

Via de 1 x 2 ml de la Sucrose Warming
Solution (solucion de calentamiento saca-rosa)
de 0.5 M (REF. # ART-8030-B)

1x 6 ml de solucion MOPS (REF. # ART-
8030-C)

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

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

Advertencia: el usuario debe leer y compren-der
las instrucciones de uso, las precauciones y
advertencias, y debe instruirse para proce-der
de manera correcta antes de utilizar los kits de
vitrificacion y de calentamiento para vitrificacion
en el proceso de vitrificacion de embriones
humanos.

El componente de la Sucrose Warming Solution
(solucion de calentamiento saca-rosa) de 1.0 M
(ART-8030-A) en este kit contiene 12 mg/ml de
seroalblimina humana.

El componente de la Sucrose Warming Solution
(solucion de calentamiento sacarosa) de 0.5 M
(ART-8030-B) en este kit contiene 12 mg/ml de
seroalblimina humana.

El componente de la solucion MOPS (ART-

8030-C) en este kit contiene 12 mg/ml de
seroalbUimina humana.

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

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

Este producto contiene albimina, un derivado de
la sangre humana.

Advertencia: todos los productos sangui- neos
deben considerarse potencialmente infeccio-
sos. Al evaluar el material del cual se obtuvo
este producto, el resultado fue negativo res-
pecto de los anticuerpos VIH-1/VIH-2, HCV y no
reactivo para HBsAg, HCV ARN y VIH-1 RNA.
No se conocen métodos de prueba que puedan
garantizar que los productos derivados de la
sangre humana no transmitirdn agentes infeccio-
s0s. Se realizé un cribado de los donantes res-
pecto de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacobs
(CJD). Dada la efectividad del cribado de los
donantes y de los procesos de fabricacion del
producto, el riesgo de transmision de enferme-
dades venéreas es extremadamente remoto. El
riesgo teorico de transmision de CJD también
se considera muy remoto. Para la albumina,
nunca se han identificado casos de transmision
de enfermedades viricas ni de CJD.

Entre las precauciones estandar para prevenir
infecciones causadas por el uso de productos
medicinales preparados a base de sangre
humana o plasma se incluyen: seleccion de
donantes, cribado de donaciones indivi- duales
y depositos de plasma en busca de marcado-
res de infecciones especificos, e incorporacion
de pasos efectivos en el proceso de fabrica-
cion para desactivar o eliminar virus. Incluso
teniendo en cuenta estas precauciones, no se
puede descartar por completo la posibilidad

de transmision de agentes patégenos cuando
se administran productos medicinales prepa-
rados a base de sangre humana o plasma.
Esto también hace referencia a virus u otros
agentes patégenos desconocidos o de reciente
aparicion. No se han detectado transmisiones de
virus demostradas cuya causa sea la albimina

fabricada de acuerdo con las especificaciones
de la Farmacopea europea y por medio de los
procesos de elaboracion establecidos.

Un solo uso: para evitar problemas de con-ta-
minacion deben utilizarse técnicas asépticas

y desechar el producto excedente que per-
manece en la botella o en la via al terminar la
intervencion.

Los productos de medios de reproduccion solo
se pueden utilizar una vez. Si reutiliza estos
productos, puede ocurrir que use un producto
luego de su fecha de vencimiento o puede
ocasionar un aumento del riesgo de contamina-
cién microbiana en un procedi-miento posterior,
si el médico no utiliza las técnicas asépticas
adecuadas.

El uso de un producto con contaminacion
microbiana o vencido puede resultar en con-
diciones no dptimas para la estimulacion de la
fertilizacion o la calidad del embrién durante

el cultivo in vitro. Estas condiciones pueden
ocasionar que el embrién no se desarrolle
correctamente o no se pueda implantar, lo que
conlleva a que no se logre un procedimiento de
reproduccion asistida exitoso.

Nota: “embrion” se considera como término
general. Méas exactamente, SAGE™ considera
como inicio del plazo el surgimiento de una sola
célula diploide de la fusion de genoma masculi-
no y femenino cuyo resultado es la formacion de
un cigoto con el consecuente desarrollo de repe-
tidas divisiones mitéticas que conforman una
masa solida o mérula (tipicamente en el 4to. -
5to. dia) y tras el cual se desarrolla una cavidad
llena de fluido que da lugar a la formacion del
embrion (tipicamente en el 5to. - 6to. dia) y que
termina con la implantacion del embrion, que
empieza al final de la primera semana y que se
completa al final de la segunda semana después
de la concepcion.

CONTROL DE CALIDAD

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

MEA unicelular probada y superada con un
80% o mas de embriones. Endotoxinas de la

USP probadas y aprobadas con <1 EU/ml.

Existe un Certificado de andlisis disponible para
este producto.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
SUMINISTRADOS

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

Guantes desechables

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

Pinzas

Tijeras o escalpelo

Cronémetro o temporizador

Depésito de nitrégeno liquido (contenedor
dewar o poliestireno con tapa, volumen de 1
a2l)

Nitrégeno liquido (volumen suficiente para
cubrir el criotubo o la copa que contiene los
blastocitos vitrificados)

Medio de cultivo, por &j., Quinn’s Advantage
Protein Plus Blastocyst Medium (medio para
blastocitos Quinn's Advantage Protein Plus)
(Ref. # ART-1529) preparado y pre-equilibrado
en un plato de cultivo antes de descongelar los
especimenes

MODO DE EMPLEO
Componentes del kit de calentamiento SAGE™
para vitrificacion requeridos para un procedi-
miento de calentamiento de embriones (méxi-
mo de 2 embriones por procedimiento).
Solucion de calentamiento sacarosa de 1.0
M MWS):20 yla1ml
Solucion de calentamiento sacarosa de 0.5
M (0.5 M WS): 40 ula 1 ml

Solucion MOPS (MS): 60 pl a 2 ml

PROTOCOLO DE CALENTAMIENTO Y
DILUCION:

El procedimiento de calentamiento y dilucion se
realiza entre 35y 37 °C. Utilizar una platina
de microscopio caliente para los siguientes
procedimientos. Minimizar la exposicion de los

especimenes a la luz durante la incubacion
en las soluciones de calentamiento. Llevar las
soluciones a 35 0 37 °C antes de utilizarlas.

Consultar las instrucciones de uso del disposi-
tivo de traslado.

A. Procedimiento con volumenes de las
soluciones en microgotas

1. Llenar el depésito con nitrégeno liquido
hasta lograr una profundidad suficiente
como para sumergir completamente un
criotubo o una copa con el dispositivo de
traslado y ubicarlo cerca del congelador de
nitrégeno liquido que contiene las muestras
vitrificadas para calentar.

Quitar las criocafias con las copas que
contienen el dispositivo de traslado con
los embriones vitrificados y transferirlos
rapidamente al reservorio de nitrégeno
liquido, manteniendo el dispositivo de tras-
lado sumergido en nitrégeno liquido todo el
tiempo.

2. Seguir las instrucciones que trae el disposi-
tivo de traslado que se ha utilizado.

3. Colocar el deposito cerca del microscopio
para manipularlo rapidamente.

4. Etiquetar un plato estéril Petri (0 una tapa)
con la informacion necesaria.

5. Asegurarse de que el contenido de cada
via WS de 1 M, WS de 0.5 My MS esté
bien mezclado invirtiéndolo varias veces
con cuidado antes de usarlo.

6. Preparar el plato Petri con una gota de 20
ul de WS de 1 My dos gotas de 20 pl de
WS de 0.5 M (ver Fig. 1, derecha). En el
Paso 12 se preparan gotas de 20 pl de MS.

7. Colocar el dispositivo de traslado de la
cafia en el deposito de nitrégeno liquido
usando unas pinzas. Se debe procesar un
dispositivo de traslado a la vez.

8. Retirar cuidadosamente el dispositivo de
traslado de la cafia manteniendo la parte
que contiene los embriones sumergida en
nitrégeno liquido.

9. Seguir las instrucciones de uso que trae
el dispositivo de traslado utilizado para
sumergirlo, inmediatamente (dentro de los 2
segundos) después de haberle extraido la

cubierta protectora, en la gota de WS de 1

M. Los embriones flotan desde el dispositivo
al WS de 1 M. Dejar los embriones en esta
solucion durante un minuto. Los embriones
se encogen Y flotan hacia la parte superior de
la gota.

Nota: después de transferir los embriones, qui-
tar el liquido que haya quedado en la pipeta de
transferencia y colocar un poco de solucion de
la gota siguiente antes de volver a manipular.
Evitar generar burbujas en las transferencias.

10. Colocar un poco de WS de 0.5 M en la
pipeta de transferencia y transferir los
embriones desde la gota de WS de 1 M
con un volumen minimo al fondo de la
primera gota de WS de 0.5 M durante 2
minutos.

11. Luego transferir los embriones al fondo de
la segunda gota de WS de 0.5 M durante 2
minutos.

Nota: los embriones permanecen encogidos
durante la exposicion a WS de 0.5 M. Mientras
tanto, preparar tres gotas de 20 pl de solucion
MOPS (MS, MS1, MS2, MS3), como lo indica
la Figura 1 (derecha).

12. Transferir los embriones al fondo de la pri-
mera gota de MS (MS1) durante 3 minutos.

13. Transferir los embriones a la parte superior de
la segunda gota de MS (MS2) durante 3
minutos.

14. Transferir los embriones a la parte superior
de la tercera gota de MS (MS3) durante 3
minutos.

15. Finalmente, transferir los embriones a un
plato con medio de cultivo pre-equilibrado
de manera apropiada, e incubarlos en
una incubadora de CO2 a 37 °C durante
3 a4 horas para permitir que se recuperen
aln mas antes de seguir manipulandolos o
transfiriéndolos.

16. Si van a calentarse mas embriones,
repetir los pasos 6 a 16 anteriores con
gotas nuevas de las soluciones de
calentamiento.

B. Procedimiento con grandes volimenes

de solucion en platos con 4 multipocillos

Nota: debe tenerse cuidado de evitar cualquier

tipo de contaminacion (por ej. microbiana, de
paciente, etc.) cuando se utilizan los platos con
4 multipocillos.

1.

Llenar el depésito con nitrégeno liquido
hasta lograr una profundidad suficiente
como para sumergir completamente un
criotubo 0 una copa con el dispositivo de
traslado y ubicarlo cerca del conge-lador
de nitrégeno liquido que contiene los tubos
para calentar.

2. Quitar las criocafias con las copas que

contienen el dispositivo de traslado con los
embriones vitrificados y transferirlos rapida-
mente al reservorio de nitrégeno liquido,
manteniendo el dispositivo de traslado
sumergido en nitrégeno liquido todo el
tiempo.

3. Seguir las instrucciones que trae el dispo-

sitivo de traslado que se ha utilizado.

4. Colocar el deposito cerca del microscopio

REFERENCIA:
1MWS = Solucién de calentamiento sacarosa de

0.5 MWS = Solucion de calentamiento sacarosa de 0.5 M
MS = Solucion MOPS (MOPS Solution)

T = Parte superior de la gota (Top of drop)
B = Parte inferior de la gota (Bottom of drop)

Fig. 1

; @
(3 min. cada uno)
para su recuperacion

Gotas de 20 pl

1M (1M Sucrose Warming Solution)
(0.5 M Sucrose Warming Solution)

= Transferir embrion a la siguiente gota (transfer
embryo to next drop)

para manipularlo rapidamente.

5. Etiquetar un plato con 4 multipocillos con
la informacion necesaria.

6. Asegurarse de que el contenido de cada
via WS de 1 M, WS de 0.5 M y MS esté
bien mezclado invirtiéndolo varias veces
con cuidado antes de usarlo.

7. Preparar el plato multipocillo con 1 ml de
WS de 1 M en el pocillo 1, 1 ml de WS de
0.5 M en el pocillo 2y 1 ml de MS en los
pocillos 3y 4 (ver Fig. 2, adelante).

8. Colocar el dispositivo de traslado de la
cafia en el deposito de nitrégeno liquido
usando unas pinzas. Se debe procesar un
dispositivo de traslado a la vez.

9. Retirar con cuidado el tubo u otro dispositi-
vo de traslado de la cafia con la parte inferior
que contiene los embriones siempre sumergi-
da en el nitrégeno liquido.

10. Seguir las instrucciones de uso que trae
el dispositivo de traslado utilizado para
sumergir inmediatamente (dentro de los 2

Fig. 2

Pocillo 1 Pocillo 2
1MdeWS _’ 0.5 M de WS
1ml 1ml

1 min. 3 min.

Pocillo 4
Ms

1ml
5 min.

segundos) el dispositivo después de haberlo
extraido de la cubierta protectora en el pocillo
1.con 1 ml de WS de 1 M. Los embriones
flotan desde el dispositivo al WS de 1 M.
Dejar los embriones en esta solucion durante
un minuto. Los embriones se encogen y flotan
hacia la parte superior del pocillo.

Nota: después de transferir los embriones, qui-
tar el liquido que haya quedado en la pipeta de
transferencia y colocar un poco de solucion de
la gota siguiente antes de volver a manipular.
Evitar generar burbujas en las transferencias.

11. Colocar un poco de WS de 0.5 M en la
pipeta de transferencia y transferir los
embriones desde el pocillo 1 al pocillo 2
con 1 ml de WS de 0.5 M durante 3 minu-
tos.

Nota: los embriones permanecen encogidos
durante la exposicién a WS de 0.5 M.

12. A continuacion, transferir los embriones a la
parte superior del pocillo 3 con 1 ml de MS
durante 5 minutos.

13. Luego, transferir los embriones a la parte
superior del pocillo 4 con 1 ml de MS
durante 5 minutos.

14. Finalmente, transferir los embriones a un
plato con medio de cultivo pre-equilibrado
de manera apropiada, e incubarlos en una
incubadora de CO2 a 37 °C durante 3 a 4
horas para permitir que se recuperen alin
mas antes de seguir manipulandolos o
transfiriéndolos.

15. Sivan a calentarse mas embriones, repetir
los pasos 8 a 14 anteriores con gotas
nuevas de WS de 1 M, WS de 0.5 M y MS.

Cada laboratorio determinara los detalles

particulares de lo que se utilizara para cada

inter ion en particular.

Transferir a un cultivo para
su recuperacion
REFERENCIA:

1 M WS = Solucién de calentamiento sacarosa de
1M (1 M Sucrose Warming Solution)
0.5 M WS = Solucion de calentamiento sacarosa de
0.5 M (0.5 M Sucrose Warming Solution)
MS = Solucion MOPS (MOPS Solution)
= Transferir embrion al siguiente pocillo
(transfer embryo to next well)

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

ALMACENAJE Y ESTABILIDAD

Mantener los envases sin abrir y refrigerados a
una temperatura de entre 2'y 8 °C. Llevar a 35
037 °C antes de utilizarlos. No congelar ni expo-
ner a temperaturas superiores a 39 °C. Los
productos permanecen estables hasta la fecha
de caducidad que figura en la etiqueta.

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

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

3. No utilizar el producto si se vuelve des-
colorido o turbio, o si presenta signos de
contaminacion microbiana.
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SAGE Vitrification Kit (kit de vitrificacion de
SAGE™) ART 8025

SAGE™ In Vitro Fertilization™ dispone de una
completa linea de productos para los especia-
listas en medicina reproductiva. No dude en
llamar o escribir si necesita mas informacion o
si desea recibir un ejemplar de nuestro catalogo.
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al cliente, llame a la linea de asistencia de
SAGE™.
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SAGE™ Vitrification
Warming Kit

(Kit de Vitrificagdo e Aquecimento)

Apenas para processos laboratoriais;

outras utilizagoes devem ser qualificadas
pelo utilizador final.

Descrigao REFa

do produto Nimero
1,0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0,5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C
UTILIZAGAO PREVISTA

Estes produtos destinam-se a recuperagéo
de embriées humanos (zigotos pronucleares
até embrides na fase de clivagem ao dia 3 e
embrides na fase de blastocisto) que foram vitri-
ficados utilizando o IVF Vitrification Kit (Ref #
ART-8025) da SAGE™. Este kit foi concebido
para ser utilizado em conjunto com 0 SAGE™
Vitrification Kit (ART-8025) da SAGE™ para a
congelagéo ultra-rapida das amostras.

DESCRIGAO DO PRODUTO

A 1,0 M Sucrose Warming Solution (ART-
8030-A) é uma solugéo tamponada com
MOPS de HTF modificado contendo amino-
-4cidos n&o essenciais e essenciais, sulfato
de gentamicina (10 mg/l), sacarose a 1,0 M e
albumina sérica humana a 12 mg/ml. A0,5 M
Sucrose Warming Solution (ART-8030-B) &
uma solugéo tamponada com MOPS de HTF
modificado contendo aminoécidos néo essen-
ciais e essenciais, sulfato de gentamicina (10
mgll), sacarose a 0,5 M e albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

AMOPS Solution (ART-8030-C) é uma solugéo
tamponada com MOPS de HTF modificado con-
tendo aminocidos néo essenciais e essenciais,

sulfato de gentamicina (0,01 g/l) e albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

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

MATERIAIS FORNECIDOS NO KIT DE
VITRIFICAGAO E AQUECIMENTO

1 frasco de 4 ml de 1,0 M Sucrose Warming
Solution (REF # ART-8030-A)

1 frasco de 2 ml de 0,5 M Sucrose Warming
Solution (REF # ART-8030-B)

1x 6 ml de MOPS Solution (REF # ART-
8030-C)

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

Cuidado: A seguranga e eficacia da vitrificagdo
ndo foram ainda inteiramente avaliadas em
embrides humanos que nao tenham ainda atin-
gido a fase de blastocisto do desenvolvimento.
Até a data, registaram-se nados-vivos a partir de
embrides na fase de clivagem vitrificados ao dia 3
do desenvolvimento (Desai et al., 2007) e estabe-
leceram-se gravidezes clinicas a partir de zigotos
vitrificados (Selman & El-Danasouri, 2002).

Cuidado: O utilizador deve ler e compreender
as Instrucdes de Utilizagao, Precaugdes e
Adverténcias, e ter formagéo para o procedi-men-
to correcto antes de utilizar os Vitrification Kit e
Vitrification Warming Kits para a vitrificagéo de
embrides humanos.

A 1,0 M Sucrose Warming Solution (ART-
8030-A) deste kit contém albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

A 0,5 M Sucrose Warming Solution (ART-
8030-B) deste kit contém albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

O componente de MOPS Solution (ART-
8030-C) deste kit contém albumina sérica
humana a 12 mg/ml.

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

Cuidado: As leis federais dos EUA restringem a
venda deste meio sem ser por um médico ou

por ordem de um médico ou de um pro-fissional
com formagéo para o respectivo uso.

Este produto contém albumina, um derivado do
sangue humano.

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

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

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

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

Os meios de reprodugdo sédo descartaveis.
Areutilizagdo de meios de reprodugdo pode
resultar no uso de um produto com o prazo

de validade expirado ou aumentar o risco de
contaminag&o microbiana num procedimento
subsequente se o especialista ndo recorrer as
técnicas assépticas adequadas.

A utilizagdo de um produto com o prazo de
validade expirado ou contaminag&o microbi-ana
pode resultar em condigdes suboptimas para
promover a fertilizagéo e/ou a qualidade do
embrido durante a cultura in vitro. Estas condi-
¢Oes podem impedir que o embrido se desen-
volva normalmente ou se implante, correndo-se
o risco de um procedimento de reprodugéo
assistida falhado.

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

a fuséo do genoma feminino e do genoma
masculino se cria uma Unica célula diploide
resultando na formag&o do zigoto com o
posterior desenvolvimento a partir de repetidas
divisdes mitéticas formando uma massa solida
ou mérula (normalmente no dia 4-5) e apds

a qual se desenvolve uma cavidade cheia de
fluido resultando na formagao de um embrido
(normalmente no dia 5-6) que termina com a
implantagéo do embri&o que comega no final
da primeira semana e esta completa no final da
segunda semana apds a concepgao.

GARANTIA DE QUALIDADE

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

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

Existe um Certificado de Analise para este
produto.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO
INCLUIDOS

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

Luvas descartaveis

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

Tesoura ou bisturi

Temporizador ou crondémetro

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

Azoto liquido (volume suficiente para tapar o
criotubo ou copo que contém o(s) blastocis-
to(s) vitrificado(s))

Meio de cultura, por ex. Quinn’s Advantage
Protein Plus Blastocyst Medium (Ref # ART-
1529) preparado e pré-equilibrado numa placa
de cultura antes de descongelar as amostras

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
Componentes do SAGE™ Vitrification Warming
Kit necessarios para um procedimento de
aquecimento de embrido(des) (méaximo de 2
embrides por procedimento).

1,0 M Sucrose Warming Solution (1M WS):
20platml

0,5 M Sucrose Warming Solution (0,5M
WS): 40 pla1ml

MOPS Solution (MS): 60 pla 2 ml

PROTOCOLO DE AQUECIMENTO E
DILUIGAO:

O procedimento de aquecimento e diluicao
deve ser efectuado a 35 — 37 °C. Utilize uma
platina de microscopio aquecida para os pro-
cedimentos seguintes. Minimize a exposigéo
das amostras & luz durante a incubag&o nas
Warming Solutions. Antes da utilizagao deixe
as solugdes atingirem os 35 - 37 °C.

Consulte as instrugdes de utilizagdo incluidas,
que acompanham o dispositivo de transporte
que foi utilizado, para ver as instrugdes especifi-
cas relativas a esse dispositivo.

A: Procedimento utilizando volumes de
microgota de solugdes

1. Encha o reservatério de azoto liquido com
azoto liquido até uma profundidade sufi-
ciente para mergulhar completamente um
criotubo ou copo contendo o disposi-tivo
de transporte utilizado e cologue-o junto do
congelador de azoto liquido que contém as
amostras vitrificadas a ser aquecidas.

Retire as criovaretas com os copos
contendo o dispositivo de transporte com
embrido(Ges) vitrificado(s) e transfira-os
rapidamente para o reservatério que
contém azoto liquido, mantendo sempre o
dispositivo de transporte em azoto liquido.
2. Siga as instrugdes que acompanham o
dispositivo de transporte que foi utilizado.

3. Coloque o reservatorio junto ao micros-co-
pio para uma manipulagéo rapida.

4. Rotule uma placa (ou tampa) de Petri esté-
ril com as informagdes necessarias.

5. Certifique-se de que o contetdo de cada
frasco de 1 MWS, 0,5 M WS e MS fica
bem misturado por inversao suave varias
vezes antes da utilizagdo.

6. Prepare a placa de Petri dispensando
assepticamente uma gota de 20 pl de 1
M WS e duas gotas de 20 pl de 0,5 M
WS (consulte a Fig. 1, do lado direito).
Posteriormente, no Passo 12, serdo prepa-
radas trés gotas de 20 pl de MS.

7. Utilizando uma pinga, encontre o disposi-ti-
vo de transporte na vareta, no reservatério
de azoto liquido. Apenas deve processar-se
um dispositivo de transporte de cada vez.

8. Retire cuidadosamente o dispositivo de
transporte da vareta, mantendo a parte que
contém o(s) embrido(Ges) sob a superficie
do azoto liquido.

9. Siga as instrugdes de utilizagao que acom-
panham o dispositivo de transporte utiliza-
do para mergulhar imediatamente (dentro
de 2 segundos) o dispositivo depois
de ter sido extraido da sua cober-tura
de proteccédo na gota de 1 M WS. O(s)
embrido(des) ira(ao) flutuar do dispositivo
para a 1 M WS. Deixe o(s) embrido(ées)
nesta solugdo durante um minuto. O(s)

embrido(des) ira(ao) encolher e flutuar
para o topo da gota.

Nota: Apés cada transferéncia de
embrido(es), sopre para eliminar qualquer
liquido restante da pipeta de transferéncia e
recolha alguma solugéo da gota seguinte antes
da proxima manipulagéo. Evite criar bolhas
durante as transferéncias.

10. Recolha alguma 0,5 M WS para a pipeta de
transferéncia a transfira o(s) embrido(Ges)
da gota de 1 M WS, com um minimo de
volume, para a base da primeira gota de
0,5 M WS durante 2 minutos.

. Em seguida, transfira o(s) embrido(des)
para a base da segunda gota de 0,5 M WS
durante 2 minutos.

Nota: O embrido(des) ira(ao) permanecer

encolhido(s) durante a exposigdo a 0,5 M WS.

Durante este tempo, prepare trés gotas de 20

ul de MOPS Solution (MS; MS1, MS2, MS3),

conforme ilustrado na Figura 1 (lado direito).

12. Transfira o(s) embrido(6es) para a base
da primeira gota de MS (MS1) durante 3
minutos.

13. Em seguida, transfira o(s) embrido(es)
para o topo da segunda gota de MS (MS2)
durante 3 minutos.

. Transfira o(s) embrido(des) para o topo da
terceira gota de MS (MS3) durante 3 minu-
tos.

15. Por ultimo, transfira o(s) embrido(des) para
uma placa de meio de cultura apropriado e
pré-equilibrado e incube numa incubadora
de CO2 a 37 °C durante 3-4 horas para
permitir uma posterior antes de outras
manipulagdes e/ou transferéncias.

16. Caso haja mais embrides a ser aquecidos,
repita os passos 6 a 16 acima, utilizando
gotas frescas das solugdes de aquecimen-
to.

B. Procedimento utilizando vol maio-

res de solugdo, numa multiplaca de 4 pogos

Nota: Deve ter-se o cuidado de evitar qualquer

contaminagao (por ex. microbiana, de doentes,

etc.) ao utilizar placas de 4 pogos.

N

. Encha o reservatorio de azoto liquido
com azoto liquido até uma profundidade
suficiente para mergulhar completamente
um criotubo ou copo contendo o dispositivo
de transporte utilizado e coloque-o junto do
congelador de azoto liquido que contém os
tubinhos a ser aquecidos.

2. Retire as criovaretas com os copos contendo

o dispositivo de transporte com embrido(Ges)
vitrificado(s) e transfira-os rapidamente para
o reservatorio que contém azoto liquido, man-
tendo sempre o dispositivo de transporte em
azoto liquido.

3. Siga as instrugdes que acompanham o dispo-

sitivo de transporte que foi utilizado.

4. Coloque o reservatorio junto ao micro-sco-

pio para uma manipulagéo rapida.

5. Rotule uma multiplaca de 4 pogos estéril

com as informagdes necessarias.

6. Certifique-se de que o contetdo de cada

Fig. 1

frasco de IM WS, 0,5 M WS e MS fica bem
misturado por inversdo suave varias vezes
antes da utilizagao.

(3 min cada)
Gotas de 20 pl

paraac

LEGENDA:
1M WS = 1 M Sucrose Warming Solution
0,5M WS = 0,5 M Sucrose Warming Solution
MS = MOPS Solution
= transferir 0 embrido para a gota seguinte (transfer
embryo to next drop)
T = Topo da gota (Top of drop)
B = Base da gota (Bottom of drop)

7. Prepare a placa multipogos assepticamen-
te, dispensando 1 ml de 1 M WS no Pogo
1,1 mide 0,5M WS no Pogo 2 e 1 ml de
MS em cada um dos Pogos 3 e 4 (consulte
aFig. 2).

8. Utilizando uma pinga, encontre o dispositivo
de transporte na vareta, no reservatorio de
azoto liquido. Apenas deve processar-se
um dispositivo de transporte de cada vez.

9. Retire cuidadosamente o tubinho ou
outro dispositivo de transporte da vareta,
mantendo a parte inferior, que contém o(s)
embrido(Ges), sob a superficie do azoto
liquido.

Fig. 2

O(s) embrido(es) ira(&o) encolher e flutuar
para o topo do pogo.

Nota: Apods cada transferéncia de embrides,
sopre para eliminar qualquer liquido restante
da pipeta de transferéncia e recolha alguma
solugdo da gota seguinte antes da préxima
manipulag&o. Evite criar bolhas durante as
transferéncias.

11. Recolha alguma 0,5 M WS para a pipeta de
transferéncia e transfira o(s) embrido(Ges)
do Pogo 1 para o Pogo 2, que contém 1 ml
de 0.5 M WS, durante 3 minutos.

Nota: O embrido(des) ira(ao) permanecer

encolhido(s) durante a exposigéo a 0,5M WS.

12. Em seguida transfira o(s) embrido(des)
para o topo do Pogo 3, que contém 1 ml de
MS, durante 5 minutos.

13. Em seguida, transfira o(s) embrido(oes)
para o topo do Pogo 4, que contém 1 ml de
MS, durante 5 minutos.

. Por dltimo, transfira o(s) embrido(des) para
uma placa de meio de cultura apropriado e
pré-equilibrado e incube numa incubadora
de CO2 a 37 °C durante 3-4 horas para
permitir uma posterior antes de outras
manipulagdes e/ou transferéncias.

15. Caso haja mais embriées a ser aquecidos,
repita os passos 8 a 14 imediatamente
acima, utilizando novas soluges de 1 M
WS, 0,5 M WS e MS.

Cada laboratério deve decidir por si quais
os detalhes particulares a utilizar para cada

>

para recuperagao
LEGENDA:

1M WS = 1 M Sucrose Warming Solution

0,5M WS = 0,5 M Sucrose Warming Solution

MS = MOPS Solution

== transferir 0 embrido para 0 pogo seguinte
(transfer embryo to next well)

10. Siga as Instrugées de Utilizagdo que acom-
panham o dispositivo de transporte utilizado
para mergulhar imediatamente (dentro de
2 segundos) o dispositivo depois de ter sido
extraido da sua cober-tura de protecgéo no
Pogo 1, que contém 1 ml de 1 M WS. O(s)
embrido(8es) ira(&o) flutuar do dispositivo
para a 1M WS. Deixe o(s) embrido(Ges)
nesta solugéo durante um minuto.

procedimento especifico.

Ainformagao sobre aspectos especificos de
FIV, cultura de embrides e criopreservagao esta
disponivel no nosso Catalogo de Produtos.

INSTRUGOES PARA ARMAZENAMENTO

E ESTABILIDADE

Conserve os recipientes ndo abertos refrige-
-rados a 2 °C to 8 °C. Aqueca a temperatura
de 35 - 37 °C antes de utilizar. Nao congele
nem exponha a temperaturas superiores a 39
°C. Os produtos séo estaveis até ao prazo de
validade indicado na etiqueta.

1. Remova o volume de produto necessario
com métodos assépticos. Um frasco con-

tém um volume de solugdo adequado para
uma Unica utilizagéo.

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

3. Nao utilize o produto se ficar despigmen-tado,
bago, turvo ou se apresentar qualquer sinal
de contaminagéo microbiana.
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SAGE Media™

SAGE™ Vitrification
Warming Kit

(Sada pro zahfivani po vitrifikaci)

Pouze pro laboratorni ucely. Jiné pouziti

musi byt schvaleno koncovym uzivatelem.

Popis REF
produktu Cislo

1,0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0,5 M Sucrose Warming Solution  ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C
POUZITI:

Tyto produkty jsou uréeny pro obnoveni
lidskych embryi (zygoty v pronuklearnim
stadiu aZ embrya ve stadiu ryhovani v den 3
a embrya ve stadiu blastocysty), které byly
vitrifikované pomoci SAGE ™ IVF Vitrification
Kit (Ref # ART-8025). Sada musi byt pouzita
ve spojeni se sadou SAGE™ Vitrification Kit
(ART-8025) pro velmi rychlé opétovné zmra-
zeni vzorkU.

POPIS PRODUKTU

1,0 M Sucrose Warming Solution (ART-
8030-A) je roztok modifikované HTF pufrovany
MOPS, ktery obsahuje neesencialni a esenci-
alni aminokyseliny, gentamicin sulfat (10 mg/l),
1,0 M sacharézy a 12 mg/ml lidského sérové-
ho albuminu.

0,5 M Sucrose Warming Solution (ART-
8030-B) je roztok modifikované HTF pufrovany
MOPS, ktery obsahuje neesencialni a esenci-
alni aminokyseliny, gentamicin sulfat (10 mg/l),
0,5 M sacharézy a 12 mg/ml lidského sérové-
ho albuminu.

MOPS Solution (ART-8030-C) je roztok modifi-
kované HTF pufrovany MOPS, ktery obsahuje
neesencialni a esencialni aminokyseliny, gen-

tamicin sulfat (0,01 mg/l) a 12 mg/ml lidského

albuminu.

Tento produkt obsahuje 10 mg/l gentamicinu,
coz je aminoglykosidické antibiotikum.

MATERIALY DODANE V RAMCI SADY PRO
ZAHRIVANI PO VITRIFIKACI

1,0 M Sucrose Warming Solution, 1 x ampulka,
4 ml (REF # ART-8030-A)

0,5 M Sucrose Warming Solution, 1 x ampulka,
2 ml (REF # ART-8030-B)

MOPS Solution, 1 x 6 ml (REF # ART-8030-C)

BEZPECNOSTNi OPATRENI A VAROVANi
Varovani: Dlouhodoba bezpecnost vitrifikace
embrya (embryi) u déti narozenych timto postu-
pem neni znadma.

Pozor: Bezpecnost a Ucinnost vitrifikace u
lidskych embryi, které dosud nedosahly vyvojové
faze blastocysty, nebyly plné vyhodnoceny. K
dnednimu dni byly byly hlaSeny pfipady zivé
narozenych déti z embryi ve stadiu ryhovani,
které byly vitrifikovany ve vyvojovy den 2 (Desai
et al., 2007) a doslo ke klinickym téhotenstvim z
vitrifikovanych zygott (Selman & El-Danasouri,
2002

Pozor: Pozor:UZivatelé si pfed pouZitim sad
Vitrification Kit a Vitrification Warming Kit

pro vitrifikaci lidskych embryi musi precist a
porozumét navodu k pouziti, bezpecnostnim
opatienim a varovanim, a musi byt proskoleni o
spravnych postupech.

Slozka 1,0 M Sucrose Warming Solution (ART-
8030-A) v této sadé obsahuje 12 mg/ml lidského
sérového albuminu.

Slozka 0,5 M Sucrose Warming Solution (ART-

8030-B) v této sadé obsahuje 12 mg/ml lidského
sérového albuminu.

Slozka MOPS Solution Solution (ART-8030-C)
v této sadé obsahuje 12 mg/ml lidského séro-
vého albuminu.

Tento produkt obsahuje antibiotikum gentamicin
sulfat. Provedte pfislu$na opatfeni pro zajisténi
toho, aby pacient nebyl na toto antibiotikum citlivy.

Pozor: Federalni zakony Spojenych statt americ-
kych omezuiji prodej tohoto prostfedku pouze na
lékare proskoleného v jeho pouzivani (nebo licen-
covaného zdravotnika), nebo na jeho predpis.

Tento produkt obsahuje albumin, derivat
z lidské krve.

Pozor: Se véemi krevnimi produkty je nutné
manipulovat jako s potenciéné infekénimi.
Viychozi material, ze kterého byl tento produkt
odvozen, byl pfi testovani na protilatky na HIV-1/
HIV-2, HCV shledan negativnim a nereaktivnim
na HbsAg, HCV RNA a HIV-1 RNA. Zadné zname
testovaci metody vak nemohou poskytnout
zéruku, Ze produkty ziskané z lidské krve nepre-
né3eji infekeni latky. Darci zdrojového materiélu
také prosli screeningem ohledné rizika vystaveni
Creutzfeldt-Jakobové nemoci (CJD). Na zakladé
(¢inného screeningu darce a vyrobnich procest
je riziko pfenosu virovych onemocnéni velmi malé.
Teoretické riziko pfenosu CJD je také povazovano
za velmi malé. U albuminu nebyly nikdy zjistény
Z4dné pripady pfenosu virovych onemocnéni
nebo CJD.

Standardni opatfeni zabrafujici pfenosu infek-
ce v souvislosti s pouzivanim 1é¢ivych pfipravkl
vyrobenych z lidské krve nebo plazmy zahrnuji
peclivy vybér darcl, testovani jednotlivych
odbérdi krve a plazmatickych poolt na specific-
ké ukazatele infekce a Ucinné vyrobni kroky, pfi
nichz jsou inaktivovany nebo odstranény viry.
Pres vSechna tato opatfeni nelze pfi podavani
1€kl vyrabénych z lidské krve nebo plazmy
moznost prenosu infekénich latek zcela vylou-
Cit. To plati i pro jakékoli neznamé nebo vznika-
jici viry a jiné patogeny. Nejsou hlaseny zadné
znamé pripady prokéazanych virovych prenost

albuminem vyrobenym stanovenymi postupy
podle specifikaci Evropského lékopisu.

Jednorazové poutziti: Aby se predeslo problé-
mUm kontaminace pouZivejte aseptické metody a
Zlikvidujte veskery nadbytecny produkt, ktery po
procedure zUstane v lahvi nebo ampulce.

Reprodukéni média jsou uréena pouze k jedno-
razovému pouziti. Opakovanym pouzitim repro-
dukéniho média maze dojit k pouZiti produktu
po jeho oznaceném datu expirace nebo zvyseni
rizika mikrobiélni kontaminace v nasledném
postupu v pfipadé, Ze zdravotnik nepouzije
odpovidajici aseptické techniky.

Pouziti produktu po datu expirace nebo mikrobial-
né znecisténého produktu mize mit za nasledek
nedostatecné optimalni podminky pro podporu
oplodnéni a/nebo kvalitu embrya v pribéhu
in-vitro kultivace. Tyto podminky mohou vést ke
$patnému rozvoji nebo uchyceni embrya, coz
muze vést k selhani asistované reprodukce.

Poznamka: Embryo je povazovano za obecny
vyraz. Pfesnéji feceno, SAGE ™ bere v Gvahu
Uvodni dobu, kdy z fiize muzského a zenského
genomu vznika jedina diploidni burika vedouci
k tvorbé zygoty a naslednému rozvoji z opa-
kovanych mitotickych déleni, které tvori kon-
Zistentni strukturu nebo morulu (obvykle den
4-5), a po kterém se vytvari dutiny napinéné
tekutinou, coZ vede k tvorbé blastocysty (obvyk-
le 5-6 dnUi) koncici implantaci embrya, ktera
za¢ina na konci prvniho tydne a je dokon¢ena
na konci druhého tydne po poceti.

ZAJISTENI KVALITY

Roztoky v této soupravé jsou filtrovany pres mem-
brénu a jsou asepticky zpracovany podle postupl
cGMP, u kterych bylo ovéfeno, Ze splfiuji Grover
Zajisténi steriity (SAL) 1073,

Testovano jednobunéénym embryem laborator-
ni mysi, proslo s vysledkem embrya 80 % nebo
vy$§im. Testovan USP endotoxin s vysledkem
<1 EU/ml.

Pro tento produkt je k dispozici certifikét analyzy.

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi

SOUCASTi DODAVKY

+  Sterilni Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon
351006 nebo ekvivalent) nebo 4jamkové
desticky (1ml jamky, Nunc 176740 nebo
ekvivalent)

+Jednoréazové rukavice

+ Prenosové pipety (hroty pipet z tazeného
skla nebo mikropipety s hrotem o vnitfnim
praméru ~ 200 um)

+  Pinzety

+  Nuzky nebo skalpel

+ Casovat nebo stopky

+  Néadoba na kapalny dusik (Dewarova nadoba
nebo polystyrenové n4doba s vikem, objem
1-21)

+  Kapalny dusik (dostate¢né mnoZzstvi pro
zakryti kryogenni zkumavky nebo poharku
obsahujiciho vitrifikované blastocysty

+  Kultivaéni médium, napf. Quinn’s Advantage
Protein Plus Blastocyst Medium (Ref #
ART-1529) piipravené a pfedem uvedené
do rovnovazného stavu v kultivacni misce
pred rozmrazenim vzorku.

NAVOD K POUZIT]
Slozky sady SAGE™ Vitrification Warming Kit
nutné pro jeden proces zahrati embrya (embryi)
(maximalné 2 embrya na proces) jsou:
1,0 M Sucrose Warming Solution (1M WS):
20 ylaz 1 ml
0,5 M Sucrose Warming Solution (0.5M
WS): 40 plaz 1 ml
MOPS Solution (MS): 60 pl az 2 ml

PROTOKOL ZAHRIVANi A REDENi:

Proces zahfivani a fedéni musi probihat pfi
35-37 °C. Pro nasledujici postupy pouZijte
vyhfivany stolek mikroskopu. V priibéhu inkuba-
ce v zahfivacim roztoku minimalizujte vystaveni
vzorky svétlu. Pred pouZitim roztoky vytemperuj-
te na teplotu 35-37 °C.

Konkrétni pokyny pro pouZiti nosice naleznete
v piilozeném navodu k pouZiti.

A. Metoda s pouzitim mikrokapek roztoku

1. NédrZ na kapalny dusik naplfite kapalnym
dusikem do dostate¢né hloubky, aby bylo
mozno zcela ponofit kryogenni zkumavku
nebo pohdrek obsahujici pouZity nosic a
umistéte ji do blizkosti mrazaku s kapalnym
dusikem obsahujicim vitrifikované vzorky, které
cheete zahrét.

Vlyjméte drzaky s kryogennimi poharky
obsahujicimi nosi¢ s vitrifikovanym emb-
ryem (embryi) a rychle je pfeneste do nadr-
Ze obsahujici kapalny dusik, nosi¢ musi byt
po celou dobu zakryt kapalnym dusikem.

2. Ridte se pokyny pro pouziti nosice, které
naleznete v pfilozeném navodu k pouZiti.

3. Nadrz umistéte do blizkosti mikroskopu,
aby byla mozna rychla manipulace.

4. Na sterilni Petriho misku (nebo vicko)
nalepte Stitek s nezbytnymi udaji.

5. Pred pouZitim nékolikrat opatmé obratte
ampulky s 1M WS, 0,5 M WS a MS, abyste
zajistili dobré promichani obsahu.

6. Pripravte obracené vicko Petriho misky asep-
tickym kapnutim jedné 20 pl kapky roztoku
1M WS a dvou 20 pl kapek roztoku 0,5M WS
(viz obr. 1 vpravo). Tfi 20 pl kapky roztoku MS
budou pripraveny pozdéji v kroku 12.

7. Pomoci pinzety lokalizujte v n&drzi s kapal-
nym dusikem nosi¢ umistény na drzaku.
Zpracovavan mize byt vzdy pouze jeden
nosic.

8. Opatrné vyjméte nosi¢ z drzéku, ¢ast obsa-
hujici embryo (embrya) neustale udrzujte
ponofenou v kapalném dusiku.

9. Postupuite podle pokynu k pouZiti pfilozenych
k nosici tykajicich se okamzitého (do 2
sekund) ponofeni nosice do kapky roztoku 1M
WS poté, co byl vytazen ze svého ochranné-
ho obalu. Embryo (embrya) vyplave z nosice
do roztoku 1M WS. Embryo (embrya) v roz-
toku nechte po dobu jedné minuty. Embryo
(embrya) se zmensi a vyplave do vrchni ¢asti
kapky.

Poznamka: Po kazdém pfenosu embrya
(embryi) vyfouknéte veskerou tekutinu zbyvajici
v pienosové pipeté a pfed dalsi manipulaci
natahnéte Cast roztoku z dalsi kapky. Pfi pfeno-
su se vyhnéte tvorbé bublin.

10. Do pfenosové pipety natahnéte ¢ast roz-
toku 0,5M WS a na dobu 2 minut pfeneste
embryo (embrya) z kapky roztoku 1M WS
s minimalnim objemem do spodni ¢asti
prvni kapky roztoku 0,5M WS.

11. Nasledné na dobu 2 minut pfeneste embryo

(embrya) do spodni ¢asti druhé kapky rozto-
ku 0,5M WS.

Poznamka: V pribéhu vystaveni roztoku

0,5M WS zustane embryo (embrya) zmensené.

V tuto chvili pripravte tfi 20l kapky roztoku

MOPS Solution (MS; MS1, MS2, MS3), jak je

uvedeno na obrazku 1 (vpravo).

12. Na dobu 3 minut preneste embryo (embrya)
do spodni ¢asti prvni kapky roztoku MS
(M8S1).

13. Nasledné na dobu 3 minut pfeneste embryo
(embrya) do horni €asti druhé kapky rozto-
ku MS (MS2).

14. Na dobu 3 minut pfeneste embryo (embrya)

do horni ¢&sti tieti kapky roztoku MS (MS3).

. Nakonec preneste embryo (embrya) do

misky s médiem, které bylo predem uve-
dené do rovnovazného stavu a inkubujte

v CO, inkubétoru pfi teploté 37 °C po dobu
34 hodin, aby pfed dalsi manipulaci a/
nebo pfenosem doslo k dal§imu obnoveni.

16. Pokud bude zahfivano vice embryi,
zopakujte pouzijte za pouziti novych kapek
roztokt ES a VS vyse uvedené kroky 6 az
16.

o

B. Postup pouzivajici vétsi objemy roztoku
v 4jamkovych destickach

Poznamka: Pfi pouZiti 4jamkovych misek
musite dbat zvySené opatrnosti, abyste zabra-
nili jakékoli kontaminaci (napf. mikrobilni,
pacientem atd.).

. Nadrz na kapalny dusik naplrite kapalnym

dusikem do dostatecné hloubky, aby bylo
mozno zcela ponofit kryogenni zkumavku
nebo poharek obsahujici pouzity nosi¢ a
umistéte ji do blizkosti mrazéku s kapalnym
dusikem obsahujicim vitrifikované vzorky,
které chcete zahfat.

. Vyjméte drzaky s kryogennimi poharky

obsahujicimi nosi¢ s vitrifikovanym emb-
ryem (embryi) a rychle je pfeneste do nadr-
Ze obsahujici kapalny dusik, nosi¢ musi byt
po celou dobu zakryt kapalnym dusikem.

. Ridte se pokyny pro pouziti nosice, které

naleznete v prilozeném navodu k pouziti.

. Nadrz umistéte do blizkosti mikroskopu,

aby byla mozna rychla manipulace.

. Na sterilni 4jamkovou desticku nalepte

Stitek s nezbytnymi udaji.

. Pred pouzitim nékolikrat opatrné obratte

ampulky s 1M WS, 0,5 M WS a MS, abyste
zajistili dobré promichani obsahu.

. Pripravte vicejamkovou desticku aseptickym

Obr. 1

LEGENDA:

1M WS = 1 M Sucrose Warming Solution
0.5M WS = 0,5 M Sucrose Warming Solution
MS = MOPS Solution

- - prenos embrya do dal3i kapky

T = horni &ast kapky

B = spodni ¢ast kapky

(3 min each)

20 pL drops

Transfer to culture
for recovery

o

képnutim 1 ml roztoku 1M WS do jamky 1,
1 ml roztoku 0,5M WS do jamky 2 a 1 ml
roztoku MS do jamky 3 a 4 (viz obr. 2).

8. Pomoci pinzety lokalizujte v nadrzi

s kapalnym dusikem nosi¢ umistény
na drzéku. Zpracovavan mize byt vzdy
pouze jeden nosic.

9. Opatrné vyjméte pejetu nebo jiny nosi¢

z drzéku, spodni ¢ast obsahujici embryo
(embrya) neustale udrzujte ponofenou
v kapalném dusiku.

. Postupujte podle pokynt k pouZiti pfiloze-
nych k nosici tykajicich se okamzitého (do 2
sekund) ponoreni nosice do jamky 1 obsa-
hujici roztok 1M WS poté, co byl vytazen ze
svého ochranného obalu. Embryo (embrya)
vyplave z nosice do roztoku 1M WS.
Embryo (embrya) v roztoku nechte po dobu
jedné minuty. Embryo (embrya) se zmensi
a vyplave do vrchni ¢asti jamky.

Transfer to culture for
recovery

) g

LEGENDA:

1M WS =1 M Sucrose Warming Solution
0.5M WS = 0,5 M Sucrose Warming Solution
MS = MOPS Solution

= = pienos embrya do dalsi jamky

Poznamka: Po kazdém pfenosu embrya
(embryi) vyfouknéte veskerou tekutinu zbyvajici
v pienosové pipeté a ped dalsi manipulaci
natahnéte Cast roztoku z dalsi kapky. Pri pfeno-
su se vyhnéte tvorbé bublin.

11. Do pfenosové pipety natahnéte ¢ast roz-
toku 0,5M WS a na dobu 3 minut pfeneste
embryo (embrya) z jamky 1 do jamky 2
obsahujici 1 ml roztoku 0,5M WS.

Poznamka: V priibéhu vystaveni roztoku
0,5M WS zUstane embryo (embrya) zmensené.

12. Nasledné na dobu 5 minut pfeneste embryo
(embrya) do horni ¢asti jamky 3 obsahujici
1 ml roztoku MS.

13. Potom na dobu 5 minut pfeneste embryo
(embrya) do horni ¢asti jamky 4 obsahujici
1 ml roztoku MS.

14. Nakonec preneste embryo (embrya) do
misky s médiem, které bylo pfedem uve-
dené do rovnovazného stavu a inkubujte
v CO5 inkubétoru pfi teploté 37 °C po dobu
34 hodin, aby pred dal$i manipulaci a/
nebo prenosem doslo k dal$imu obnoveni.

. Pokud bude zahfivano vice embryi, okamzi-
té zopakujte vySe uvedené kroky 8 az 14,
pouzijte nové roztoky 1M WS, 0,5M WS a
MS.

o

Kazda laboratof si musi stanovit vlastni
podrobnosti, které chce pouzit pro kazdy
jednotlivy postup.

Informace o konkrétnich aspektech in vitro fertili-
zace (IVF), kultury embrya a kryokonzervaci jsou
k dispozici v nasem produktovém katalogu.

POKYNY PRO SKLADOVANi A STALOST
Neoteviené nadoby uchovavejte v lednici pfi
teploté 2 °C az 8 °C. Pred pouZitim vytemperujte
na teplotu 35-37 °C. Nezmrazujte a nevystavujte
teplotdm vy$8im nez 39 °C. Produkty jsou stabil-
ni az do expiratni doby vyznacené na stitku.

1. Aseptickymi postupy vyjméte pozadované
mnozstvi produktu. Jedna ampulka obsahu-
je dostatecné mnozstvi roztoku pouze pro
jedno pouziti.

2. Po vyjmuti jiz do pivodni nadoby zadny
produkt nevracejte. Zbyvajici produkt zlikvi-
dujte.

3. Produkt nepouzivejte v pfipadé ztraty
zabarveni, zakaleni, nebo pokud vykazuje
jakékoli znamky mikrobialni kontaminace.
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PRIBUZNE PRODUKTY
ART 8025 SAGE™ Vitrification Kit

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

fadu produktt. Pokud chcete ziskat konkrétni
informace nebo obdrzet na$ aktuaini katalogu,
zavolejte ndm nebo napiste. Pokud méate
technické dotazy nebo chcete kontaktovat
nade oddéleni styku se zakazniky, volejte linku
podpory SAGE™.

Volejte linku podpory SAGE™: V USA: (800)
243-2974 Mezinarodni: (203) 601-9818
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SAGE Media”

SAGE™ Vitrification
Warming Kit

Tineku ana nabopatopHux npoueayp; iHwi
BMAV BUKOPUCTaHHS NOBMHHI ByTH KBani-

thikoBaHi KiHUeBMM KopUCTyBaYeM.

Mpoaykt Bux.

Onuc HOMep

1,0 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-A
0,5 M Sucrose Warming Solution ~ ART-8030-B
MOPS Solution ART-8030-C

BUKOPUCTAHHA 3A MPU3HAYEHHAM

Lli npoykTv npuaHayeHi fns BIQHOBMEHHS Ntog-
CbKX eMOPIOHIB (TPOHYKIeYC auroT eMEpioHiB Ha
crapji ApobriexHs Ha 3-/ ieHb | eMBpIoHiB Ha cTa-
i 6ractoucTy), ski Gynu Bitpudbikosani 3 BIKO-
puctanHsM HaBopy SAGE™ IVF Vitrification Kit
(B1x. Ne ART-8025). Lleit Habip npuaHaveruit fns
BIKOpUCTaHHs B KombikaLlii 3 SAGE™ Vitrification
Kit (Bi1x. Ne ART-8025) 3 MeTor0 HaziLwBIAKOrO
3aMOPOXKYBaHHS! 3pasKiB.

OMnMKUC NPOAYKTY

1,0 M Sucrose Warming Solution (ART-8030-A),
sBsie coboto Bychephuit posunH MOPS moau-
chikoBaHoi Tpy6HOI pivHy moank (HTF), wo
MICTUTb He3aMiHHi 7 3aMiHHi aMiHOKMCIOTH,
cynbahat reHtamiyyHy (10 mr/n), 1,0 M caxapoan
i 12 mr/n cypoBaTKOBOro anbByMiHy MoAUHY.

0,5 M Sucrose Warming Solution (ART-8030-B)
sBnsie coboto bycepruit po3unH MOPS moau-
chikoBaHoi TpyBHOI piavkm nioankm (HTF), wo
MICTUTb He3aMiHHi 7 3aMiHHi aMiHOKMCIOTH,
cynbahat reHtamiuyHy (10 mr/n), 0,5 M caxapoau
i 12 Mr/n cupoBaTKoBOro anbGyMiHy NOAVHM.

MOPS Solution (ART-8030-C) siensie co6oto Gychep-
HiiA possnH MOPS mopudbikosaHoi TpyGHOT piamHm
TiouHm (HTF), Lo MICTUTL HesamikHi i 3amiHHi ami-

HoKUCToTH, Cynbcpart rexTamiuHy (0,01 /) i 12 mrin
CIPOBATKOBOO arbOyMiHy MHOAMHIA.

Lleit npoaykT MicTuTb 10 Mr/n reHTamiLpHy (ami-
HOTMIKO3WAHNIA aHTUBIOTHK).

MATEPIANW, LLIO BXOAATL B

VITRIFICATION WARMING KIT

1 x4 mn dnakox 1,0 M Sucrose Warming Solution
(Bux. N2 ART-8030-A)

1x 2 mn cnako 0,5 M Sucrose Warming Solution
(Bux. Ne ART-8030-B)

1x 6 mn chnakoH MOPS Solution (ux. Ne ART-
8030-C)

3ACTEPEXEHHS 1 MOMEPEMKEHHS
TMonepemkeHHs: BB BiTpudikaLli eMOpioHiB
Ha 3710pOB'A HAPOLKEHNX B Pe3yrbTaTi 3aCTOCy-
BaHHA [1aHOT MpoLieaypu AiTeil B JOBIOCTPOKOBI
NepCreKTBi He BIBYEHO.

0O6epexHo: 6eanexa Ta eheKTUBHICTb BITpH-
ikaLlii He Gyna MoBHICTIO OLjHEHa B NIOACHKNAX
embpioHax, siki LLe He AOCSTIN Y CBOEMY PO3BUTKY
cTagii GracToumcTy. Ha choroaHiLuHil ieHs
NOBIAOMANSETLCS NMPO KMBOHAPOLLKEHNX B, CTapji
[ApobrienHst embpioHiB, BiTpUdikoBaHUX Ha 3-7
AeHb po3suTky (Desai et al., 2007) i knikiyHi BariT-
HOCTI, AOCATHYTi Ha OCHOBI BITPUCHIKOBAHMX 3UrOT
(Selman & El-Danasouri, 2002).

OBepexHo: embpionor, Lo npucTynae Ao
BiTpUcbikaLii emBpioHiB, NOBMHEH NpounTaTH i
3PO3YMITH IHCTPYKLO 3 BUKOPUCTaHHS, 3acTe-
pexeHHs 11 nonepe/keHHs i BignpaLtosath
METOAVKY BUKOpUCTaHHs HaBopis Vitrification Kit
Ta Vitrification Warming Kit.

KomnoweHT 1,0 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-A) B aaHoMy Habopi MicTUTb 12 mr/mn
CMPOBATKOBOTO anbGyMiHy MoanHN.

Komnorent 0,5 M Sucrose Warming Solution
(ART-8030-B) B aaHoMy HaBopi MicTUTb 12 Mr/mn
CMPOBATKOBOTO anbOyMiHY MIOAVHA.

Komnorert MOPS Solution (ART-8030-C) B
[AaHoMy HaBopi MicTUTb 12 Mr/Mn cupoBaTKOBOrO
anbByMiHy NioanHY.

Lleit npopyKT MicTUTbL aHTUBIOTHK Cynbdart reHTa-

MiLyHy. MoBuHHI 6yTv BXXVUTI BinnOBIAHI 3anoBbKHi
3aX0/M, LLIOB YNEBHUTUCH, LLO NALEHT He CeHeu-
6ini3oBaHMi O LibOro aHTMBIoTKa.

06epexHo: denepansui 3akoH CLUA nossonse
npozaXx LIbOro MPUCTPOIO TirlbkM 38 BKA3IBKO
nikaps a0 NpaKTIKyI04Oro thaxisLisl, HAaBYEHOTO
11010 BUKOPUCTAHHIO.

Lle#t npoaykT MicTUTb anbBymi, OTpumMaHil 3
KpOBi t0ANHM.

06epexHO: yCi npenapaTy KPOBi BBaXatOTbCA
NOTEHLAHO iHdbeKwiAHMI. BuxigHuit maTepian,
3 5Koro GyB OTPUMAHWIA Lieit MPOJYKT, Mokasas
HeraT1BHIA PesynbTaT Mpu TECTYBaHHI Ha
atuTina o BIN-1/BIN-2, BI'C Ta BusiBuBCS Hepe-
aKTvBHUM npu nepesipLi Ha HBsAg, PHK BI'C i
PHK BIN-1. XozeH i3 Binomux MeToAiB aHanisy
He MOXe rapaHTyBaTu BiCyTHICTb 36y/IHVKiB
iHdbexLi y npenapatax, BUrOTOBIEHUX Ha OCHOBI
KpoBi ntoauHy. [loHopy BuXifHOro Matepiany 6ynu
nepesipeHi Ha xBopoby KpeitLidhenbara-Akobea
(CJD). 3aBasku edekTiBHOMY 0BCTEXEHHIO
[I0HOpIB | NpoLiecy BIUPOBHULTBA MPOAYKTY,
MOXHa CTBEPpKYBaTH, LU0 PU3VK nepesavi Bipy-
CHOI iHcbeXLyi NpaKT4HO BIACYTHIlt. TeopeTniHui
puavk nepenadi xsopobu KpeitTuiensara-
fFkobica Takox BBAXAETLCS BKPAil HUILKIM.

3a Becb Yac BUKOPUCTaHHS NpoayKTy He Byno
BISIBNIEHO KOAHOTO BUNaaKy nepepavi BipycHoi
iHcpexuii abo xBopobu Kpelituihenbara-Akobea
yepes ansbyMmiH.

CraHaapTHi MeToan 3anobiraHHs 3apaxeHHto B
pesynbTaTi BUKOPUCTAHHS MeaU4HOI NPoAYKLT,
BMpoBneHoi 3 kposi abo Nnasmu MioavHM,
BKITH04at0Th BIAGIP IOHOpIB, 0BCTENEHHS JOHOP-
CbKOro Marepiany i nynis Nnasamu Ha cnewndidHi
Mapkepy iHepekwji Ta BNpoBaKeHHsS EPEKTUBHIX
3axopie Ans fesakTveaLyi/niksiavyi Bipycie Ha
BIPOBHMLITBI. HesBaxarouw Ha Li 3aXoau, MOXn-
BICTb Nepepayi 36yAHVKIB iHcbexLyi B pesynbTari
3aCTOCyBaHHS MeaU4HOI NpoayKLii, BUpobneHol
3 kpoBi 260 Nnaamu NiovHK, He Moxe ByTn
BIKIIOYEHa MOBHICTIO. Lle cTocyeThest Takox
MOXTMBOCTi NepeaaYi HeBigoMMX abo HoBuX
BipyCiB i iHLLWX NaToreHiB. Bunagkv nepepavi
Bipycie 3 anbBymiHoM, BUpoBreHIm BignoBigHO
[0 BuMor EBponeiicskol hapMakonei 3a ono-

MOTOI0 3aTBEPAKEHIX BUPOBHIIMX MpoLieayp,
He onucai.

OpHopa3oBe BUKOPUCTAHHS: 3 METOK
nonepem;KeHHs KoHTamiHaLi crif npatjoaTi 3
CepeaoBMLLEM B CTEPUNbHIX YMOBaX | BUNWBATH
3anuLLKky cepefoBiLLa 3 nakoHa abo npobipku
nicna 3aKiHYeHHs npoLienypu.

TpoayKTY PenpoayKTMBHOrO CepeoBiLLa
MpU3HaYeHi Tinbkv NS 0fHOPA30BOrO BUKOPH-
CTaHHs. Pe3ynbTaToM NOBTOPHOTO BUKOPUCTaHHS!
CepefoBHLL MoXe CTaTh poboTa 3 MPOCTPOUEHIM
MPOAYKTOM i BUCOKNiA PU3NK MiKpOBHOT KOHTaMi-
Hauji MaTepiany npy nofansLUOMy NpoBEAeHHi
npoLieaypu, sIKLLO MpakTukyoumui chaxiselb yne
HECTPOMOXHMIA 3aCTOCOBYBATY HaNEXHi acenTuy-
Hi METOAVKN.

Mpy BUKOpUCTaHHI MPOCTPOUeHKX aB0 3apakeHix
CEepefoBILL, YMOBY in Vitro MOXyTb 6yTi 3Ha4HO
ripLue HeoOXIAHUX Anst HOPMATBHOTO 3ammigHEHHs
i po3BuTky embpionie. Lie Moxe npussectit Ao
ropyLLEHHs po3BITKY emMOpioHiB, ix He3paTHOCTI
0 iMnnaHTaLi i, Sk HacniAoK, 10 NOPYLUEHHS
[IONOMIKHOT PEnpOAYKTVBHOT MpoLieaypy.

MpumiTka: emEpioH BBAXAETHCA 3aranbHM Tep-
MiHoM. BinbLu TouHo, SAGE™ poarnsigae nepion
yacy iHiLjjianisaLli, Kon yTBOPIETLCA OANHOYHA
[MNNoiaHa KNiTHa Npy 3UTTi YOMoBiYoro Ta
XIHOYOrO reHoMa, B peynbTaTi YOro YTBOPHETLCS
31roTa 3 nNoJanbLUMM PO3BUTKOM Bif Garatopa-
30BMX MITOTU4HUX MOAINIB 3 YTBOPEHHAM TBEPAOI
Macy abo Mopynm (sik npaBuno, Ha 4-5 fekb), i
nicns SKOro PO3BMBAETLCS 3aMOBHEHA PiAVHOK
MOPOXHYHA, LLO, B CBOIO Yepry, MPU3BOANTS [0
YTBOPEHHS eMBpioHa (sik Mpaeuno, Ha 5-6 fiekb),
B pe3ynbTaTi 4oro BifbyBaeTLCA iMnnaHTaLlis
eMBpioHa, No4aToK sIKOi Mpunaziae Ha nepLunii
TWKOEHb | 3aBEPLLYETHCS A0 KiHLIA APYIoro TUKHS
nicns 3annigHeHHs.

3ABE3MNEYEHHA AKOCTI

PoauiHi B LiboMy HaBopi npochinbTpoBaHi Yepes
MemBpaHHuit inbTp | acenTyHo 06pobneH
BiONOBIAHO [0 BUMOT st npoLieayp yrMo,
cepTnchikoBaHIX Ha NPeAMET [OAepKaHHS BUMOT
rapaHTOBaHOrO PiBHS CTepurbHOCTi (SAL) 1073,

IpoTecToBaHO Ha OHOKMITUHHMX eM6pio-

Hax MuLueit (MEA). MokasaHo hopmyBaHHs
80 % i 6inbLue embpioHis. MpoiiaeHo TecT Ha
eHpoTokenH USP 3 peaynbTatom < 1 oguHuLb
€HOOTOKCHHY/M.

PesynbTtaTy BCiX TECTIB ANt AAHOTO NPOAYKTY
Bifo6paatoTbCs Y BiANoBigHOMY cepTudikati
aHaniay, L0 Ha/iaeTbCs 3a 3annuToM.

HEOBXIOHI MATEPIAIW, LLO HE BXOOATb Y

CKINAL HABOPY

+ CrepunbHi yawkv Metpi (50 x 9 mm, Falcon

351006 abo exiBaneHTHi) abo 4-nyHKoBi nnak-

wety (3 1 mn nyHkamm, Nunc 176740 abo exsisa-

TNEHTHI)

+  OpHopa3osi pykaBu4Ku

«  TineTkv Anst nepecagky (MINETK 3 BUTSITHYTO-
10 ckria abo KiHYMKIA MIKPOMAMETKY 3 BHYTPILL-
HiM aiameTpom kiHuuka 200 Mkm)

+  [iHuetn

*  Hoxwuui abo ckanbnens

+  Taiimep abo cexyHnomip

+  Pesepayap 3 pinxum a3oTom (pesepeyap
[lioapa abo 3 niHononicTMpony 3 KPULLKOH
ob'emom 1-2 )

+ LN (3 0b'emom, JocTaTHIM 715t MOKpUTTS
Kpionpobipku abo kenuxonogibHoi nocyauHu,
L0 MiCTUTb BiTpUdikoBaHi GriacToLmcTy)

+ KuBunbHe cepenosuiLie, HanpuKrag,
Quinn’s Advantage Protein Plus Blastocyst
Medium
(Bux. Ne ART-1529), nigrotosnee i none-
PenHbO BPIBHOBAXEHE B KyMbTypanbHiit
YalLiLy, nepes;, no4aTkoM MpoLeaypy PO3Mopo-
KyBaHHs 3paskia

IHCTPYKL|IS1 3 BUKOPUCTAHHSA
KomnoHeHt SAGE™ Vitrification Warming Kit
, HeoBXinHi ANs NpoBeneHHs OfHiEl npoLenypy
HarpiBaHHs emBpioHa nicns BitpudikaLlii (He Ginb-
Le 2-x eMEpIOHiB B KOXHiA npoLienypi).

1,0 M Sucrose Warming Solution

(1M WS): Bia 20 mkn go 1 mn

0,5 M Sucrose Warming Solution

(0,5M WS): Bin 40 Mkn go 1 mMn

MOPS Solution (MS): Big, 60 Mkn 10 2 Mn

METOJMKA HATPIBAHHSA TA BIOMUBAHHA
[poueaypa HarpisaHHs Ta BigMMBaHHS Npo-
BOAWTLCA Npn Temnepatypi 35-37 °C. Mig yac
MPOBE/eHHs MPOLIEAYPY BIKOPUCTOBYVTE CKIO
Mikpockona 3 nigirpisom. Brinwe caitna Ha Gnacto-
LMCTY Nif Yac iHkybaLii B po34nHax Ans Harpi-
BaHHsi HeobXiaHO 3BecTi 710 MiHimymy. MNepen
BUKOPUCTaHHSIM Harpilite po3unHu o 35-37 °C.

[IMBITBCS IHCTPYKLIO 3 BIUKOPUCTaHHS, sika BXO-
AnTb B HaBip BIKOPMCTOBYBAHOTO MPUCTPOK-HOCIA
ANS KOHKPETHIX HCTPYKLI ANS LSOO MPUCTPOKO.

A. TMpoueaypa 3 BUKOPUCTHHAM MiKpOKpane-

NbHUX 06’EMIB PO34MHIB

1. Hanosritb pesepsyap LN 1o piBHs, L0
3abe3neyye NoBHe 3aHypeHHs 3akpinneHol
Ha Tpumai kpionpoBipky abo kenuxonogiGHoi
nocyAuHY 3 Hociem Ans sitpudikadi, i noctas-
Te NOpsiA 3 KPUOTEHHVM anapaTom, B SIKoMy
3HaXoaVTLCA BITPUChiKOBaHWIA MaTepian, Lo
Mae ByTu HarpiTuii.

[licraHbTe TpUMaYi 3 kenuxonogiGHUMK nocy-
[MHamK, B AKX MICTUTLCS HOCIiA 3 BITPUciko-
BaHIM eMBPIOHOM | MUTTEBO NepecagiTb ix

y pe3epsyap 3 LNJ Takum 4nHoM, L6 Hociit
Ans BiTpuchikaLyii nocTilHo ByB 3aHypeHuia y
LN

2. Cnig potpumyBaTcs IHCTPYKLi, LLO AOAaETb-
€51 A0 BMKOPVCTOBYBAHOrO MPUCTPOI0-HOCIS.

3. loctaBTe pesepsyap Nopyy 3 MiKPOCKOMOM,
1406 3a6e3neynT MOXIMBICTb AISTY LUBUAKO.

4. MapkipyiiTe HeobxiaHoto iHchopmaLlieto cre-
punbHy Yaluky Metpi abo KpULLKY Yallku.

5. [epekoHaitTecs), L0 BMICT BCiX priakoHiB 3
pouuHamu 1M WS, 0,5M WS ta MS gobpe
nepemilLaHuil akypaTHM nepeBepTaHHsM
Kinbka pasie nepep BUKOPUCTAHHAM.

6. HaHecitb Ha HO Yaluku MeTpi B cTepunbHIX
ymoBax oaHy 20 Mk kpanmo 1M WS i agi
20 mkn kpanni 0,5M WS (aus. Puc. 1, cnpa-
Ba). Tpu kpanni 20 mkn MS 6yzyTb npuroTos-
e nigHilue, y kpouj 12.

7. TpaLytorouu NiHLETOM, 3HaAITb NOTPIBHMI
Hoci [na BitpudikaLli, 3achikcoBaHmin Ha
Tpumaui B peepsyapi 3 LNI. B oau i Toit
Xe Yac MOXHa NpaLtoBaTH Tiflbki 3 OHUM
MPUCTPOEM-HOCIEM.

8. OBepexHo picTaHbTe HOCl ANs BiTpUcbikaLlii

3 Tpumava. IMpy LpOMY Ta YacTuHa Hocis Anst
BiTpucikaLlii, B AKii 3HaxoAUTLCH eMBPIOH,
noByHHa ByTn Bech Yac 3aHypeHa y LNI.

9. BukoHytoum iHCTpyKLii BUPOBHMKa [0 BMKO-
PUCTOBYBaHOO HOCis! s BiTpudikaLyii, Heraii-
HO (TIPOTArOM 2 CeKkyHA) NicNs 3HATTSA 3 HoCis
3aXM1CHOTO YOX1a 3aHypbTe HOCiA ANs BITpU-
chikavji 8 kpannio 1M WS. CepeosiLue smue
eMOpIOHI 3 HOCIsY, | BOHM CMINMBYTb Y Kpanmio
cepenosuia 1M WS. 3anuwite emEpionn B
L{bOMY PO34MHi Ha Of3HY XBAWHY. EMGEpioHY
CKOPOTATLCS | CMAMBYTb Ha NOBEPXHIO Kpanni.

TMpumiTka: nicns koxHoi nepecaaky emEpioHa(is)
npogyite nineTky Ans Nepecagky Bif 3anvLkiB
PIAVIHY | BUTSITHITb HEBEMWKY YacTUHY PO34MHY 3
HACTYMHOK Kpansii nepes; HaCTyMHOK MaHinyns-
Ljieto. i yac nepecajok yHuKaiTe YTBOPEHHS
BynbbatLok.

10. HabepiTb B nineTky Ans nepecaaky TpOXV pos-
unHy 0,5M WS, i nepecagits embpiotm 3 1M WS
Ha AHo nepLuoi kparri 0,5M WS B MiHiMarnisHo-
My 06'emi cepefioBILLA Ha 2 XBUTMHM.
11. ToTim nepecaaits eMGpioHW Ha AHO Apyroi
kpanni po3unHy 0,5M WS Ha 2 xBnnHm.

MpumiTka: B posumnHi 0,5M WS embpionn 6yayTs
3anMLaT1ck ckopoueHumn. B Lieit yac nigroTyite
Tpu kpanni 20 mn MOPS Solution (MS; MS1,
MS2, MS3), sk nokasaHo Ha Puc. 1 (npasopyu).
12. Mepecapitb embpioHy Ha AHO nepLuoi kpanni
po3unHy MS (MS1) Ha 3 xBunuHm.
Mepecapitb eMBpioHN Ha MoBEPXHIO Apyroi
kpanni po3unHy MS (MS2) Ha 3 XBUmMHM.
IMepecapitb eMOPIOHM Ha NOBEPXHIO TPETLOT
kpanni po3unHy MS (MS3) Ha 3 XBUnnHM.

15. Hapeturi, nepecapits eM6pioH B valLky 3
nonepeaHbO BPIBHOBAXEHM BIAMOBIAHIM
XVBUIBHUM CEPEfoBUILLEM Ta iHKyBYiiTe y
MepmniHoMy iHky6atopi CO, npu Temnepatypi
37 °C npotsirom 3-4 roguH s nofanbLUoro
BIAHOBIEHHS Nepen nepecakow i/abo iHuww-
MM MaHinynsLismm.

. SAKLLO NOTPIBHO HarpiTh BinbLuy KinbkicTb
€eMBpIOHiB, MOBTOPITL kpoku 6-16, BUKopucTo-
BYH0UM CBIXi PO34MHN NS HarpiBaHHS

B. Mpoueayp
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TMpumiTKa: Npy BUKOPUCTaHHI 4-NYHKOBUX MNaH-
LueTiB cnif, BX1BATY 3axoayu 0bepexHoCTi, LWob
YHUKHYTI Byab-sikoro 3abpyAHeHHs (Hanpuknag,
MikpOGHOTO, naLjieHTa, TOLLO).

1.

HanosHitb pesepsyap LNI fo pisHs, Wwo
3abeanevye MoBHE 3aHypeHHsi 3akpinneHoi
Ha Tpumasii kpionpoBipki abo kenuxonopi6-
HOI NOCYANHM 3 HociEM ANst BITpUiKaLil, i
nocTaBTe NOpsA 3 KPUOreHHUM anapatom, B
AKOMY 3HAXOAATLCS CONOMMHKY, LLIO MaloTh
ByTv Harpiti.

. [JlictaHbTe TpUMaui 3 kennxonogibHuMK nocy-

[IVHaMK, B SIKUX MICTUTBCS HOCl 3 BITpUcikO-
BaHWM eMGPIOHOM | MUTTEBO NepecapiTb ix
y pe3epayap 3 LNI Takum YnHoM, o6 Hociit
Ans BiTpudbikaLi nocTiliHo 6yB 3aHypeHuit y
LN

. Criig foTpvMyBaTICS! IHCTPYKL, LU0 AOAGETECS

710 BYKOPVCTOBYBAHOTO MPUCTPOK-HOCIS.

. Mocrasre pesepsyap nopy 3 MIKPOCKOMOM,

1106 3a6e3MeumTV MOXIIMBICTb HiSITU LUBUKO.

. Mapkipyite HeobxiaHoto iHhopmaLlieto cTe-

PUIbHUI 4-NYHKOBII NaHILEeT.

Puc. 1

MNOSAICHEHHSA:

1M WS=1 M Sucrose Warming Solution
0,5M WS=0,5 M Sucrose Warming Solution
MS=MOPS Solution

T=TNosepxHs kpanni
B=[lHo kpanni

(3 min each)

20 pL drops

Transfer to culture
for recovery

=nepecapka emGpioHa B HaCTyNHy kpannio

6. lMepekoHaliTecs, L0 BMICT BCiX (hniakoHis 3

posdnHamu 1M WS, 0,5M WS 1a MS pobpe
nepemiLLaHuin akypaTHM nepeBepTaHHsIM
Kinbka paiB nepef BUKOPUCTaHHSIM.

7. B cTepurnbHIX yMoBax HanuiiTe B nyHky 1

nnaxwera 1 mn posuury 1M WS. Y nynky 2
nnaHweta Hanuite 1 mn posunty 0,5M WS.
Y nyHku 3 Ta 4 HanwiTe no 1 mn posunHy MS,
K 1oKa3aHo Ha Puc. 2.

8. TpaLitoroum NiHLETOM, 3HalaiTb NOTPIGHMI

Hocilt Ans BiTpudbikaLlii, 3achikcoBaHMin Ha

Tpumayi B pesepayapi 3 LNL. B ogwH i Toit

Ke Yac MOXHa MpaLitoBaTH Tirbkvi 3 OBHUM
NPUCTPOEM-HOCIEM.

9. OBepexHo AictaHbTe CONOMUHKY abo LN

Hociit fns sitpudikadi 3 Tpumaya. Mpuusomy
HWKHS YaCTUHA HOCiS, B SIKil 3HAXOANTLCA
eMBpioH, NoBIHHa BeCb Yac BT 3aHypeHo
y LN

. BukoHytouw iHCTpyKLi BUPOGHIKa 10
BMKOPUCTOBYBAHOTO HOCIA ANS BITPUciKaLii,
HeratHo (MpOTAroM 2 CekyHn) nicns 3HATTA 3
HOCIst 3aXMCHOTO YOXMa 3aHypbTe HOCii Anst
BiTpucbikaLlii B NYHKy 1 NnaHLLeTa, 3anoBHeHy
1 mn pozunry 1M WS. CepeposuilLie 3vme

o

Puc. 2

'

Transfer to culture for
recovery

) g

MOAACHEHHA:

1M WS=1 M Sucrose Warming Solution

0,5M WS=0,5 M Sucrose Warming Solution
MS=MOPS Solution

> =nepecanka embpiona B HaCTynHy NyHky

00’€MiB PO3UMHIB B 4-NyHKOBOMY NnaHLWeTi

€eMBpIOHM 3 HOCIS, | BOHY CMAMBYTb Y Kpanmo
cepenosuia 1M WS. 3anuwute emBpionn B
L{bOMY PO34MHI Ha OfHY XBIATMHY.

EMBpioH cKopoTSITECS | CMINMBYTL Ha MOBEPX-
HIO TTyHKW.

TMpumiTka: nicrst KoXHOI nepecasikv embpioHal(is)
npogy#iTe nineTky AnA Nepecagky Bia 3anvLkiB
PIAVHY | BUTSTHIT HEBEMUKY YacTUHY PO34MHY 3
HaCTYMHOK Kpansii nepes HaCTyMHo MaHinyns-
Lieto. [ia 4ac nepecapok yHUKalTe yTBOPEHHS
ByrbbalLLok.

11. HaBepirb B nineTky Ans nepecaaku Tpoxv
posumnHy 0,5M WS i nepecapitb emBpioH 3
TYHKW 1 B NYHKY 2, L0 MICTUTb 1 M pO34MHy
0,5M WS, Ha 3 XBANMHU.

Mpumirka: B po3unHi 0,5M WS embpionn GyayTs
3anmLIaTUCh CKOPOYEHUMM.

12. MepecapiTb eMBPIOHM Ha MOBEPXHIO Cepe-
[IOBYLLIA B NYHKY 3, 3aM0BHEHY 1 M po3uiHy
MS, Ha 5 XBAnWH.

13. Mepecagitb embpioHW Ha MoBEPXHIO cepe-
[I0BVILLA B MyHKY 4, 3an0BHEHY 1 M PO34uHY
MS, Ha 5 xBunuH.

14. HapeLuri, nepecapjiTb eMOpioHM B YalLKy 3

nornepeaHbOo BPIBHOBAXEHM BIAMOBIAHIM

KVBIMbHUM CEPeAoBLLEM Ta iHkybyiiTe y

MmeanyHoMmy iHky6aTopi COo npu Temneparypi

37 °C npotsrom 3-4 roguH 4ns NofansLUoro

BiHOBNEHHSI Nepez nepecaakor i/abo iHwm-

M1 MaHInynaLisMn.

kLo noTpiBHO Harpiti BinbLLy KinbkicTb

€eMOpIOHiB, MOBTOPITL kpoku 8-14, BUkopucTo-

Bytoum cBixi po3unHn M WS, 0,5M WS ta

MS.

o

KoxHa naboparopisi NOBUHHA CaMOCTIVHO
BU3HAYMTN KOHKPETHI AeTani WoAo BUKopH-
CTaHHA ANs KOXHOT KOHKPETHOI NpoLieaypy.

IHchopmaLyist Lo KoHKpeTHMX acnexTia EK3,
BIPOLLBaHHS eMBpioHa Ta KpiokoHcepBaLyii Hase-
[leHa B HALLOMY KaTarnoai npoayKLji.

MPABWNA 3BEPIFAHHA TA CTABINBHICTb
3anevatai koHTeiiHepu 36epiraTu B XONoanrb-
HUKy npu Temnepatypi 2-8 °C. Mepen Bukopuc-
TaHHAM HarpiTv fo Temneparypu 35-37 °C. He
3aMOpOXyBaTH i He niafasaTy Aii Temnepatypy
noag 39 °C. MpopykTv 36epiratoT CTabinbHICTS
10 3aKiHYEHHS CTPOKY MPUAATHOCTI, 3a3Ha4eHOr0
Ha ynakoBLyi.

1. Bupanitb noTpibHuit 06'em NpoayKTy, Buko-
pUCTOBYtO4M acenTyHi npoenypyn. OanH
hnakoH, Lo MICTUTb afekBaTHWI 06'em
PO34UHY, Tirbkv 47151 OHOPA30BOTO BIKOPY-
CTaHHs.

2. Ticna 3abopy Byap-skoro 06'emy npopykTy
HEMpuNyCTMO NOBEPTATY 1100 Y BUXILHNI
KOHTeIMHep. YTunisysaTv npoaykT, LLO 3anm-
LUMBCS.

3. He 3acTocosyBaty npenapar, sKLLO cepeao-
BuLLE cTano 6e3bapeHIM, kanamyTHum abo
Mag 03HaKy MikpoGHOI KoHTaMiHaLi.
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CYNYTHI MPOAYKTU
ART 8025 SAGE™ Vitrification Kit

SAGE In Vitro Fertilization™ mae nosHy nikiiiky
NPOLYKTIB, NPU3HAYEHMX NS PEnpoaYKTUBHOT
meamumHv. byab nacka, TenedoHyiite abo
MULLITL ANt OTPUMAHHS JOKrazHol iHhopmaLyi
a60 1106 OTPUMATI MPUMIPHIK HALLOTO MOTOYHOTO
Katanory. 3 TexHi4HUX nuTaHb abo Ans 3eep-
HEHHsl B HaLLl Bifain 06CryroByBaHHs! KIiEHTIB
TenedoHyiiTe 3a HOMEPOM Cryx6u MATPUMKN
SAGE™.

TENE®OH MIATPUMKM SAGE™:
¥ CLLA: (800) 243-2074
MixHapoawit: (203) 601-9818

@ UA.TR.099

lMosicHeHHs cumBONiB

Karanorosuit Homep

Homep naprii

CTpok npuaaTHocTi (pik, Micsillb, AeHb)
He BUKOPUCTOBYBATM MOBTOPHO

OBMmexeHHs TemnepaTypy

AcenTuyHa cTepunisaLlis
BindhinbTpoBaHo Yepes MembpaHHuit
chinsTp (SAL 10°9)

8
A
A YBATA:
[IvB. HCTPYKUi 3 BUKOPUCTaHHS.
YOBHOBaXKEHWI NPEICTABHMK
y €Bponeiicbkomy CniBToBaAPUCTBI.

[MpoaykT BiANoBinae BMoram
[IupexTvBM 3 Mean4Horo obnagHaHHs
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BKaaiBKoto Nikapst (abo npakTkyio4oro
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