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Instructions for the Use of Y HTF

(Catalogue Numbers: GMHT-100, GMHT-250, GMHT-500)

[EN]

PRECAUTIONS AND WARNINGS

1. Caution: Federal Law (USA) restricts this device to sale by or on the order of a physician (or properly licensed practitioner).
2. Caution: The user should read and understand the Instructions for Use, Precautions and Warnings, and be trained in the correct procedure
before using the HTF for the Culture of cleavage-stage human embryos (Day 1-3).
3. Not to be used for injection.
4. Do not resterilize.
5. Do not use the product if:
« the product packaging appears damaged or if the seal is broken
« the expiry date has been exceeded
« the product becomes discolored, cloudy, or shows evidence of particulate matter
6. HTF contains the antibiotic gentamicin sulfate. Appropriate precautions should be taken to ensure that the patient is not sensitized to this
antibiotic.
7. To avoid problems with contamination, practice aseptic techniques.
8. Discard unused medium within 7 days of opening. Do not use after expiry date.

GENERAL INFORMATION

Indications for Use

Culture of cleavage-stage human embryos (Day 1 to Day 3).

Storage and Shelf Life

Store at 2-8°C and protected from light. Ten (10) weeks from the date of manufacture.
Composition

A bicarbonate-buffered medium replete with glucose, lactate, and pyruvate is required to support the growth and development of human embryos
in vitro.

Sodium Chloride, Potassium Chloride, Calcium Chloride, Potassium Phosphate, Magnesium Sulfate, Sodium Bicarbonate, Glucose, Lactate Na Salt,
Sodium Pyruvate, Phenol Red, Gentamicin Sulfate* (10 pg/ml)

“from therapeutic-grade source material

QUALITY CONTROL SPECIFICATIONS

Assay (performed for each batch) Specification

Physicochemical Tests

pH (with 5% CO,) 7274

Osmolality 280-292 mOsM
Biological Tests

Endotoxin (LAL) <05EU/MmI

Sterility Test (bacterial and fungal screen, SAL 10%) PASS
Biological Assays

1-cell Mouse Embryo Assay (% expanded blastocysts at 96 h of culture) >80%

Special Note on the CO, C in the | * In most cases, a 5-7% concentration of COy in the incubator will produce a pH of 7.2
to 7.4 in HTF. However, the exact concentration of CO, required to produce the optimum pH of approximately 7.30 (7.27-7.33) depends on several
factors, including the physical characteristics of incubator and the altitude. Consequently, we strongly recommend that each laboratory determine and
use the concentration of CO;, that is required to produce a pH of 7.30 in HTF.

INSTRUCTIONS FOR USE

The procedures described below have been found to be effective for the culture of human embryos. Every laboratory must define and optimize its
own procedures.

After each time the original bottle is opened recap the bottle tightly and store at 2-8°C, protected from light.

Twenty-four (24) hours prior to the use of HTF for embryo culture, supplement the medium with either Human Serum Albumin (HSA) or LifeGlobal®
Protein Supplement to achieve desired % (v/v) of protein supplementation.

CO; and Temperature Equilibration

Method 1: The day before embryo culture:

1. Slowly gas the supplemented HTF in the 50 ml tissue culture flask for approximately 15 seconds with 5:5:90 Blood Gas Mixture using a sterile
Pasteur pipette.

2. Allow the bubbles to rise to the neck of the flask.

3. Cap the culture flask tightly and store in the refrigerator at 2-8°C. Over night the gas bubbles will disperse into the media, bringing the medium to
the appropriate pH (7.2-7.4).

4. The next day, 1 hour prior to embryo culture, prepare microdrops of the gassed, supplemented HTF and place in the incubator for final CO, and
temperature equilibration.

Method 2: The day before embryo culture:

1. Prepare microdrops of supplemented HTF in culture dishes, under oil. Make certain that the oil dishes have had 48 hours to equilibrate prior to
making the microdroplets and/or use oil from a flask that has been equilibrated with culture medium in the incubator. Using equilibrated oil will
ensure that the pH of the medium is reached prior to the onset of embryo culture.

2. Place the culture dishes in the incubator overnight for CO, and temperature equilibration.

Preparation of Microdrops for Culture of Embryos from Day 1 to Day 2 or Day 3

Method 1: The day before embryo culture:

1. Label the bottoms of an appropriate number of culture dishes with the patient's name.

2. Using a serological pipette, fill each dish with washed, room-temperature appropriate oil.
3. Place all dishes into the appropriate patient incubator for overnight equilibration.

On the day of embryo culture (Day 1):

1. Use a sterile pipette or tip, to underlay an appropriate number of 20-30 pl microdrops of supplemented HTF into each equilibrated oil dish.
2. Place all dishes into their inverted lids and place in the incubator for 3 to 4 hours.

3. Wash the zygotes and transfer them to the microdrops.

4. Place the dishes in the appropriate patient incubator for culture until Day 2 or Day 3.

5. Evaluate the embryos using your standard laboratory criteria and protocols.

Method 2: The day before embryo culture:

1. Label the bottoms of an appropriate number of culture dishes with the patient's name.

2. Using a serological pipette, fill each dish with washed, room-temperature appropriate oil. Use a sterile pipette or tip, to underlay an appropriate
number of 20-30 pl microdrops of supplemented HTF into each equilibrated oil dish.

3. Place all dishes in the incubator overnight equilibration.

On the day of embryo culture (Day 1):

1. Wash the zygotes and transfer them to the microdrops.

2. Place the dishes in the appropriate patient incubator for culture until Day 2 or Day 3.

3. Evaluate the embryos using your standard laboratory criteria and protocols.
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Ne convient pas pour une injection.
Ne pas restériliser.
Ne pas utiliser ce produit si :
+ ['emballage du produit semble détérioré ou si le scellage est endommagé
+ la date de péremption est dépassée
+ le produit est décoloré, trouble ou montre des signes de particules étrangeres
6. HTF contient du sulfate de gentamicine, un antibiotique. Il convient de prendre les mesures de précaution nécessaires pour s'assurer que la
patiente n'est pas sensibilisée a cet antibiotique.
7. Utiliser des techniques aseptiques pour éviter tout probleme de contamination.
8. Eliminer tout milieu de culture non utilisé dans les 7 jours suivant l'ouverture. Ne pas utiliser aprés la date de péremption.

INFORMATIONS GENERALES

Indications d'utilisation

Culture d’embryons humains au stade de segmentation (Jour 1 & Jour 3).

Conditions et durée de conservation

A conserver entre 2 et 8°C et & 'abri de la lumiére. Dix (10) semaines & partir de la date de fabrication.
Composition

Un milieu de culture tamponné au bicarbonate, contenant du glucose, du lactate et du pyruvate est nécessaire pour assurer la croissance et le
développement d’embryons humains in vitro.

Chlorure de sodium, Chlorure de potassium, Chlorure de calcium, Phosphate de potassium, Sulfate de magnésium, Bicarbonate de sodium, Glucose,
Lactate de potassium, Pyruvate de sodium, Rouge de phénol, Sulfate de gentamicine* (10 ug/ml)
“en provenance de matériel de qualité thérapeutique

SPECIFICATIONS DU CONTROLE DE QUALITE

oew

Test (effectué pour chaque lot) Spécification

Tests physicochimiques

pH (avec 5 % de CO;) 7,274

Osmolalité 280-292 mOsM
Tests biologiques

Endotoxine (LAL) <0,5EU/MmI

Test de stérilité (dépistage bactérien et fongique, SAL 10-) REUSSI
Tests biologiques

Test sur embryon de souris 1 cellule (% de blastocystes développés apres 96 h en culture) >80%

Remarque particuliére concernant la concentration de CO, dans I'incubateur : Dans la plupart des cas, une concentration de CO, de 5-7 %
dans I'incubateur générera un pH de 7,2 & 7,4 dans HTF. Néanmoins, la concentration exacte de CO; nécessaire a I'obtention du pH optimal d’environ
7,30 (7,27-7,33) dépend de plusieurs facteurs, dont notamment les caractéristiques physiques de l'incubateur et Ialtitude. Par conséquent, nous
recommandons vivement a chaque laboratoire de déterminer et d'utiliser la concentration de CO; nécessaire & 'obtention d’un pH de 7,30 dans HTF.

MODE D’EMPLOI

Les procédures décrites ci-dessous se sont révélées efficaces pour la culture d’embryons humains. Chaque laboratoire doit définir et optimiser ses
propres procédures.

Aprés chaque ouverture du flacon dorigine, celui-ci doit étre hermétiquement refermé et conservé entre 2 et 8°C, a I'abri de la lumiére.

Vingt-quatre (24) heures avant ['utilisation de HTF pour la culture embryonnaire, supplémenter le milieu d’albumine sérique humaine (ASH) ou de
supplément protéique LifeGlobal® pour atteindre le % (v/v) de supplémentation en protéines souhaité.

Equilibrage du CO; et de la température

Meéthode 1 : Le jour précédant la culture embryonnaire :

1. Gazer lentement le HTF supplémenté dans le flacon de culture tissulaire de 50 ml pendant 15 secondes environ a I'aide d’un mélange sang-gaz
5:5:90 en utilisant une pipette Pasteur stérile.

2. Laisser les bulles remonter vers le goulot du flacon.

3. Boucher hermétiquement le flacon de culture et le conserver au réfrigérateur, & 2-8 °C. Pendant la nuit, les bulles de gaz se disperseront dans
le milieu, amenant le milieu au pH approprié (7,2-7,4).

4. Le lendemain, 1 heure avant la culture embryonnaire, préparer des micro-gouttes de HTF gazé et supplémenté et les placer dans l'incubateur
pour I'équilibrage final du CO, et de la température.

Meéthode 2 : Le jour précédant la culture embryonnaire :

1. Préparer des micro-gouttes de HTF supplémenté dans des boites de culture, sous de I'huile. S'assurer que les boites d'huile ont eu 48 heures
pour s'équilibrer avant de déposer les micro-gouttes et/ou utiliser de I'huile provenant d'un flacon ayant été équilibré avec le milieu de culture
dans I'incubateur. L'utilisation d’huile équilibrée garantira que le pH du milieu est atteint avant le début de la culture embryonnaire.

2. Placer les boites de culture dans I'incubateur pendant une nuit afin de permettre 'équilibrage du CO; et de la température.

Préparation de micro-gouttes de culture embryonnaire du Jour 1 au Jour 2 ou Jour 3

Méthode 1 : Le jour précédant la culture embryonnaire :

1. Etiqueter les fonds d'un nombre approprié de boites de culture & I'aide du nom de la patiente.

2. ATaide d'une pipette sérologique, remplir chaque boite d'une huile appropriée, lavée et a température ambiante.
3. Placer toutes les boites dans I'incubateur de la patiente appropriée pour I'équilibrage pendant la nuit.

Le jour de la culture embryonnaire (Jour 1) :

1. (letri]lisler unelptipette ou un embout stérile pour déposer un nombre approprié de micro-gouttes de 20-30 ul de HTF supplémenté dans chaque boite
'huile équilibrée.

2. Placer toutes les boites dans leurs couvercles renversés et les placer dans I'incubateur pendant 3 a 4 heures.

3. Laver les zygotes et les transférer dans les micro-gouttes.

4. Placer les boites dans I'incubateur de la patiente appropriée pour la mise en culture jusqu'au Jour 2 ou Jour 3.

5. Evaluer les embryons selon les critéres et protocoles standard de votre laboratoire.

Méthode 2 : Le jour précédant la culture embryonnaire :

1. Etiqueter les fonds d'un nombre approprié de boites de culture & I'aide du nom de la patiente.

2. Alaide d'une pipette sérologique, remplir chaque boite d'une huile appropriée, lavée et & température ambiante. Utiliser une pipette ou un
embout stérile pour déposer un nombre approprié de micro-gouttes de 20-30 pl de HTF supplémenté dans chaque boite d’huile équilibrée.

3. Placer toutes les boites dans I'incubateur pour I'équilibrage pendant la nuit.

Le jour de la culture embryonnaire (Jour 1) :

1. Laver les zygotes et les transférer dans les micro-gouttes.

2. Placer les boites dans I'incubateur de la patiente appropriée pour la mise en culture jusqu'au Jour 2 ou Jour 3.

3. Evaluer les embryons selon les critéres et protocoles standard de votre laboratoire.
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ALLGEMEINE INFORMATIONEN

Anwendungshinweise

Kultur menschlicher Embryonen im Teilungsstadium (Tag 1 bis Tag 3).

Lagerung und Haltbarkeit

Bei 2-8 °C und vor Licht geschiitzt lagern. Zehn (10) Wochen ab dem Datum der Herstellung.
Zusammensetzung

Ein bikarbonatgepuffertes Medium mit Glukose, Laktat und Pyruvat ist erforderlich zur Unterstiitzung des Wachstums und der Entwicklung des
menschlichen Embryos in vitro.

Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Calciumchlorid, Kaliumphosphat, Magnesiumsulfat, Natriumbikarbonat, Glukose, Natriumlactat, Natriumpyruvat,
Phenolrot, Gentamicinsulfat* (10 pg/ml)

*Aus Ausgangsmaterial von therapeutischer Qualitat

DATEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

Assay (wird fiir jede Charge durchgefiihrt) Spezifikation

Physikalisch-chemische Tests

pH-Wert (bei 5 % COy) 7274

Osmolalitat 280-292 mOsM
Biologische Tests

Endotoxin (LAL) <0,5EU/mI

Sterilitatstest (Test auf Bakterien und Pilze, SAL 10-%) PASS
Biologische Assays

Maus-Embryo-Assay im 1-Zell-Stadium (% expandierte Blastozysten nach 96 h Kultur) >80%

Besonderer Hinweis auf die CO»-Konzentration im Inkubator: In den meisten Fallen fiihrt eine 5-7 %ige CO,-Konzentration im Inkubator bei
HTF zu einem pH-Wert von 7,2 bis 7,4. Die genaue CO»-Konzentration zur Erlangung des optimalen pH-Werts von etwa 7,30 (7,27-7,33) hangt von
mehreren Faktoren, einschlieRlich der physikalischen Eigenschaften des Inkubators und der Hohe Uiber dem Meeresspiegel, ab. Daher wird dringend
empfohlen, dass jedes Labor jene CO,-Konzentration bestimmt und verwendet, die erforderlich ist, um fiir HTF einen pH-Wert von 7,30 zu erhalten.

GEBRAUCHSANWEISUNG

Die nachfolgend beschriebenen Verfahren haben sich fiir die Kultur von menschlichen Embryonen als wirksam erwiesen. Jedes Labor muss eigene
Verfahren definieren und optimieren.

Nach jedem Offnen der Originalflasche muss diese fest verschlossen und bei 2-8 °C vor Licht geschiitzt gelagert werden.

Vierundzwanzig (24) Stunden vor der Verwendung von HTF fiir die Embryokultur dem Medium entweder Humanserumalbumin (HSA) oder LifeGlobal®
Protein Supplement hinzufiigen, um den angestrebten Prozentsatz (v/v) an Proteinanreicherung zu erhalten.

CO,- und Temperatur-Aquilibrierung

Methode1: Am Tag vor der Embryokultur:

1. Mithilfe einer sterilen Pasteurpipette das angereicherte HTF in der 50 ml-Gewebekulturflasche tiber etwa 15 Sekunden mit einer 5:5:90 Blutgas-
Mischung begasen.

2. Die Blasen zum Flaschenhals aufsteigen lassen.

3. Die Kulturflasche fest verschlieRen und im Kiihlschrank bei 2-8 °C lagem. Uber Nacht verteilen sich die Gasblaschen in dem Medium und
ergeben den geeigneten pH-Wert (7,2-7,4) in dem Medium.

4. Eine Stunde vor der Embryokultur am néchsten Tag Schalen mit Mikrotropfen des begasten, angereicherten HTF vorbereiten und zur
abschlieRenden CO,- und Temperatur-Aquilibrierung in den Inkubator stellen.

Methode 2: Am Tag vor der Embryokultur:

1. Kulturschalen mit Mikrotropfen von angereichertem HTF unter Ol vorbereiten. Stellen Sie sicher, dass die Schalen mit Ol 48 Stunden lang
aquilibrieren konnten, bevor die Mikrotropfchen bereitet werden undioder verwenden Sie Ol aus einer Flasche, das mit Kulturmedium im
Inkubator &quilibriert wurde. Die Veerwendung von aquilibriertem O gewéhrleistet, dass der pH-Wert des Mediums vor Beginn der Embryokultur
erreicht wird. "

2. Die Kulturtrager Uber Nacht im Inkubator lagern, um eine CO,- und Temperatur-Aquilibrierung zu gewahrleisten.

Vorbereitung von Mikrotropfen fiir die Kultur von Embryonen von Tag 1 bis Tag 2 oder Tag 3

Methode 1: Am Tag vor der Embryokultur:

1. Die Unterseiten einer ausreichenden Anzahl von Kulturschalen mit dem Namen der Patientin beschriften.
2. Mithilfe einer serologischen Pipette jede Schale mit gewaschenem OI mit Raumtemperatur fiillen.

3. Alle Schalen zur Aquilibrierung tiber Nacht in den entsprechenden Patienteninkubator stellen.

Am Tag der Embryokultur (Tag 1):

1. Mithilfe einer sterilen Pipette oder Spitze eine passende Anzahl von 20-30 pl Mikrotropfen von angereichertem HTF in jede aquilibrierte Olschale
unter das Ol einbringen.

2. Alle Schalen in ihre umgekehrten Deckel stellen und fiir 3 bis 4 Stunden in den Inkubator stellen.

3. Die Zygoten waschen und in die Mikrotropfen transferieren.

4. Die Schalen zur Kultur bis Tag 2 oder Tag 3 in den entsprechenden Patienteninkubator stellen.

5. Die Embryonen anhand Ihrer tblichen Laborkriterien und -protokolle bewerten.

Methode 2: Am Tag vor der Embryokultur:

1. Die Unterseiten einer ausreichenden Anzahl von Kulturschalen mit dem Namen der Patientin beschriften.

2. Mithilfe einer serologischen Pipette jede Schale mit gewaschenem Ol mit Raumtemperatur fiillen. Mithilfe einer sterilen Pipette oder Spitze eine
passende Anzahl von 20-30 pl Mikrotropfen von angereichertem HTF in jede &quilibrierte Olschale unter das Ol einbringen.

3. Alle Schalen zur Aquilibrierung ber Nacht in den Inkubator stellen.

Am Tag der Embryokultur (Tag 1):

1. Die Zygoten waschen und in die Mikrotropfen transferieren.

2. Die Schalen zur Kultur bis Tag 2 oder Tag 3 in den entsprechenden Patienteninkubator stellen.
3. Die Embryonen anhand Ihrer tblichen Laborkriterien und -protokolle bewerten.

SYMBOLE
N
STER Rezeptpfiichtig (13 el PN
‘Steril bei Verwendung Cl Hersteller Vor Sonnenlicht schiitzen
aseptischer beachten

Verarbetungstechniken

ol z i S

Autorisierter Vertreter in der Zu verbrauchen bis GS1 DataMatrix-Barcode Nicht resterilisieren

Européischen Gemeinschaft

Nicht verwenden, wenn die
Verpackung beschadit st

Temperalutbegrenzung

Code de lot Consulter le mode Fabricant Tenir & 'abri de la lumiére

Demploi du solel

Stérile recourant a des
techniques asepliues

Sur prescription médicale
uniquement

Reférence calelogue

ol s i @ ©

Limite de température Représentant agréé dans la Date imite dutiisation | Code & bares DataMatrix GS1 Ne pas restériser Ne pes uliser i embalage:

Communauté européenne est endommagé

Verwendungshinweise fiir \>- HTF

- (Bestellnummern: GMHT-100, GMHT-250, GMHT-500)

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

1. Achtung: Laut Bundesgesetz (USA) darf dieses Produkt nur durch einen Arzt oder auf Anweisung eines Arztes (oder eines ordnungsgeman
lizenzierten Mediziners) verkauft werden.
2. Achtung: Der Benutzer sollte die Verwendungshinweise, Vorsichtsmanahmen und Warnungen lesen und verstehen sowie vor der Verwendung
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Temperature Limitation Authorized Representative in Use By GS1 DataMatrix Barcode Do Not Resterilize Do Not Use if Package

the European Community is Damaged

Mode d’emploi de Y- HTF

(Références catalogue : GMHT-100, GMHT-250, GMHT-500)

PRECAUTIONS ET MISES EN GARDE

1. Attention: Selon la loi fédérale américaine, ce dispositif ne peut étre vendu que par un médecin ou sur prescription médicale (ou par un praticien
agréé).

2. Attention: L'utilisateur doit lire et comprendre le mode d’emploi, les précautions et mises en garde, et avoir regu une formation sur la procédure
adéquate avant d'utiliser le HTF pour la culture d’'embryons humains au stade de segmentation (Jour 1-3).
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von HTF zur Kultur von menschlichen Embryonen im Teilungsstadium (Tag 1-3) im korrekten Umgang damit geschult werden.
Darf nicht zur Injektion verwendet werden.
Nicht resterilisieren.
Produkt nicht verwenden, wenn:
« Die Produktverpackung beschadigt oder das Siegel gebrochen ist
+ Das Haltbarkeitsdatum tiberschritten wurde
« Das Produkt verférbt oder triibe ist oder Anzeichen von Verschmutzungen aufweist
6. HTF enthélt das Antibiotikum Gentamicinsulfat. Es sind entsprechende Vorsichtsmafnahmen zu treffen, um sicherzustellen, dass der Patient
gegeniiber dem Antibiotikum nicht sensibilisiert wird.
7. Um Probleme durch Verunreinigungen zu vermeiden, muss unter aseptischen Bedingungen gearbeitet werden.
8. Nicht verwendetes Produkt muss innerhalb von 7 Tagen nach dem Offnen entsorgt werden. Nicht nach dem Ablaufdatum verwenden.

o w
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Instrucciones para el uso de ‘> HTF
(Numeros de catalogo: GMHT-100, GMHT-250, GMHT-500)

LES |

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Precaucion: Las leyes federales (EE. UU.) restringen la venta de este dispositivo Uinicamente a través de un médico o una orden médica (o un
profesional médico debidamente certificado).
Precaucion: El usuario debe leer y comprender las Instrucciones de uso y las Precauciones y advertencias, y debe recibir capacitacion en el
procedimiento correcto antes de usar HTF para el cultivo de embriones humanos en fase de escision (Dia 1 a 3).
No debe usarse en forma inyectable.
No re-esterilice.
No use el producto si:
+ el empaque parece estar dafiado o el precinto esta roto
+ ha pasado la fecha de vencimiento
+ el producto pierde color, se vuelve turbio o presenta material particulado
6. HTF contiene el antibiético sulfato de gentamicina. Se deberan tomar las precauciones apropiadas para garantizar que el paciente no tenga
sensibilidad a este antibiotico.
7. Para evitar problemas de contaminacion, emplee técnicas asépticas.
8. Descarte el medio sin usar en el plazo de 7 dias después de abrir. No usar después la fecha de vencimiento.

INFORMACION GENERAL

Indicaciones de uso

Cultivo de embriones humanos en fase de escision (Dia 1 a Dia 3).

Almacenamiento y periodo de validez

Almacenar a una temperatura de entre 2 y 8 °C alejado de la luz directa. Diez (10) semanas a partir de la fecha de fabricacion.
Composicion

Para promover el crecimiento y el desarrollo de embriones humanos in vitro se requiere un medio tamponado con bicarbonato y gran cantidad de
glucosa, lactato y piruvato.

orw
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Cloruro de sodio, Cloruro de potasio, Cloruro de calcio, Fosfato de potasio, Sulfato de magnesio, Bicarbonato de sodio, Glucosa, Lactato de sodio,
Piruvato de sodio, Rojo de fenol, Sulfato de gentamicina* (10 ug/ml)
“de material fuente de grado terapéutico

ESPECIFICACIONES DE CONTROL DE CALIDAD

Ensayo (realizado en cada lote) Especificacion

Pruebas fisicoquimicas

pH (con 5 % de CO;) 7.2-74

Osmolalidad 280-292 mOsM
Pruebas biolégicas

Endotoxina (LAL) <0,5EU/MmI

Prueba de esterilidad (deteccion bacteriana y micética, SAL 10-%) PASA
Ensayos bioldgicos

Ensayo de embrion de raton de 1 célula (% de blastocitos expandidos a 96 h del cultivo) >80%

Observacion sobre la concentracion de CO; en la incubadora: En la mayoria de los casos, una concentracion del 5 al 7 % de CO; en la incubadora
producira un pH de 7,2 a 7,4 en HTF. Sin embargo, la concentracion exacta de CO; requerida para producir el pH 6ptimo de aproximadamente 7,30
(7,27 a 7,33) depende de diversos factores, lo que incluye las caracteristicas fisicas de la incubadora y la altura. Por consiguiente, recomendamos
enfaticamente que cada laboratorio determine y utilice la concentracion de CO, necesaria para producir un pH de 7,30 en HTF.

INSTRUCCIONES DE USO

Se ha determinado que los procedimientos descritos a continuacion son eficaces para el cultivo de embriones humanos. Cada laboratorio debe definir
y optimizar sus propios procedimientos.

Cada vez que abra el frasco original, vuelva a cerrarlo bien y consérvelo a una temperatura de 2 a 8 °C, al resguardo de la luz.

Veinticuatro (24) horas antes de utilizar HTF para el cultivo de embriones, suplemente el medio con albimina sérica humana (ASH) o el suplemento
proteico LifeGlobal® para lograr el % deseado (v/v) de suplementacion de proteinas.

Equilibrio con el CO; y la temperatura

Meétodo 1: El dia previo al cultivo de embriones:
1. Gasifique lentamente el HTF suplementado en el matraz de cultivo de tejidos de 50 ml durante aproximadamente 15 segundos con una mezcla
de gases sanguineos de 5:5:90 utilizando una pipeta de Pasteur estéril.

2. Deje que las burbujas asciendan hasta el cuello del matraz.

3. Tape bien el matraz de cultivo y guardelo en el refrigerador a una temperatura de entre 2 y 8 °C. Durante la noche, las burbujas de gas se
dispersaran en el medio, lo que hara que este alcance el pH apropiado (de 7,2 a 7,4).

4. Aldiasiguiente, 1 hora antes del cultivo de embriones, prepare las microgotas de HTF suplementado y gasificado, y coléquelas en la incubadora

para que alcancen el equilibrio final con el CO; y la temperatura.

Meétodo 2: El dia previo al cultivo de embriones:

1. Prepare las microgotas de HTF con suplemento en placas de cultivo con aceite. Asegurese de que las placas de aceite hayan tenido 48 horas
para equilibrarse antes de preparar las microgotas y/o utilice el aceite de un matraz que se haya equilibrado con el medio de cultivo en la
incubadora. El uso de aceite equilibrado garantizaré que se alcance el pH del medio antes del inicio del cultivo de embriones.

2. Coloque las placas de cultivo en la incubadora durante toda la noche para garantizar el equilibrio con el CO; y la temperatura.

Preparacion de microgotas para el cultivo de embriones del Dia 1 al Dia 2 o al Dia 3

Meétodo 1: El dia previo al cultivo de embriones:

1. Etiquete una cantidad apropiada de placas de cultivo en su parte inferior con el nombre de la paciente.
2. Con una pipeta seroldgica, llene cada placa con aceite de lavado a temperatura ambiente.

3. Coloque todas las placas en la incubadora apropiada para que se equilibren durante toda la noche.

El dia del cultivo de embriones (Dia 1):

1. Utilice una pipeta o una punta estéril para cubrir una cantidad apropiada de microgotas de 20 a 30 pl de HTF con suplemento en cada placa de
aceite equilibrado.

2. Coloque todas las placas en sus tapas invertidas y coléquelas en la incubadora durante 3 a 4 horas.

3. Lave los cigotos y transfiéralos a las microgotas.

4. Coloque las placas en la incubadora apropiada para el cultivo hasta el Dia 2 o el Dia 3.

5. Evalle los embriones usando los criterios y los protocolos estandar del laboratorio.

Meétodo 2: El dia previo al cultivo de embriones:

1. Etiquete una cantidad apropiada de placas de cultivo en su parte inferior con el nombre de la paciente.

2. Con una pipeta seroldgica, llene cada placa con aceite de lavado a temperatura ambiente. Utilice una pipeta o una punta estéril para cubrir una
cantidad apropiada de microgotas de 20 a 30 pl de HTF con suplemento en cada placa de aceite equilibrado.

3. Coloque todas las placas en la incubadora para que se equilibren durante toda la noche.

El dia del cultivo de embriones (Dia 1):

1. Lave los cigotos y transfiéralos a las microgotas.

2. Coloque las placas en la incubadora apropiada para el cultivo hasta el Dia 2 o el Dia 3.
3. Evalle los embriones usando los criterios y los protocolos estandar del laboratorio.
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Istruzioni per 'uso di \- HTF
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PRECAUZIONI E AVVERTENZE

1. Attenzione: la legge federale degli Stati Uniti limita la vendita di questo dispositivo da parte o su prescrizione di un medico (o di un professionista
abilitato).
Attenzione: I'utente deve leggere e comprendere le Istruzioni per 'uso, le precauzioni e le avvertenze ed essere formato nella corretta procedura
prima di utilizzare HTF per la coltura di embrioni umani nella fase di scissione (Giorni 1-3).
Non utilizzare per l'niezione.
Non risterilizzare.
Non utilizzare il prodotto se:
+ la confezione del prodotto appare danneggiata o se la chiusura € rotta
+ la data di scadenza e gia trascorsa
+ il prodotto diventa scolorito, torbido o mostra segni di particolato
6. HTF contiene I'antibiotico gentamicina solfato. E necessario adottare le dovute precauzioni per accertarsi che il paziente non sia intollerante a
questo antibiotico.
7. Per evitare problemi con la contaminazione, utilizzare tecniche asettiche.
8. Smaltire il mezzo inutilizzato entro 7 giorni dall'apertura. Non utilizzare dopo la data di scadenza.

INFORMAZIONI GENERALI

Indicazioni per I'uso

Coltura di embrioni umani nella fase di scissione (Giorni 1-3).

Conservazione e durata

Conservare a una temperatura di 2-8 °C lontano dalla luce. Dieci (10) settimane dalla data di produzione.
Composizione

Un mezzo tamponato con bicarbonato contenente glucosio, lattato e piruvato & necessario per supportare la crescita e o sviluppo di embrioni umani
in vitro.

Cloruro di sodio, Cloruro di potassio, Cloruro di calcio, Fosfato di potassio, Solfato di magnesio, Bicarbonato di sodio, Glucosio, Lattato di sodio,
Piruvato di sodio, Rosso fenolo, Gentamicina solfato* (10 ug/ml)

“da materiale di origine di livello terapeutico

SPECIFICHE DEL CONTROLLO QUALITA

oaw

Saggio (eseguito per ciascun lotto) Specifica
Test fisico-chimici
pH (con CO;, al 5%) 7274
Osmolalita 280-292 mOsM
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Test biologici
Endotossina (LAL) <0,5EU/MmI
Test di sterilita (screening batterico e fungino, SAL 10-%) SUPERATO
Saggi biologici
Saggio su embrione murino monocellulare (% di blastocisti espanse dopo 96 ore di coltura) >80%

Nota speciale sulla concentrazione di CO; nell’incubatore: nella maggior parte dei casi, una concentrazione del 5-7% di CO, nell'incubatore
produrra un pH di 7,2-7,4 in HTF. Tuttavia, I'esatta concentrazione di CO, necessaria per produrre un pH ottimale di circa 7,30 (7,27-7,33) dipende da
diversi fattori, incluse le caratteristiche fisiche dell'incubatore e I'altitudine. Pertanto, consigliamo vivamente che ciascun laboratorio stabilisca e utilizzi
la concentrazione di CO, necessaria per produrre un pH di 7,30 in HTF.

ISTRUZIONI PER L'USO

Le procedure descritte di seguito sono risultate essere efficaci per la coltura di embrioni umani. Ciascun laboratorio deve definire e ottimizzare le
proprie procedure.

Dopo ogni apertura della contenitore originale, richiuderlo saldamente e conservarlo a una temperatura di 2-8 °C lontano dalla luce.

Ventiquattro ore (24) ore prima dell'utilizzo di HTF per la coltura embrionale, integrare il mezzo con albumina sierica umana (HSA) o con l'integratore
proteico LifeGlobal® per ottenere la % (v/v) desiderata di integrazione proteica.

Equilibrazione della CO; e della temperatura

Metodo 1: Il giorno prima della coltura embrionale:

1. Trattare HTF con integrazione nella beuta per coltura tissutale da 50 ml per circa 15 secondi con la miscela di gas ematici nel rapporto 5:5:90
utilizzando una pipetta Pasteur sterile.

. Consentire alle bolle di salire nel collo della beuta.

3. Chiudere la beuta di coltura fermamente e conservare nel frigorifero a 2-80 °C. Durante la notte le bolle di gas si disperderanno nel mezzo,
portandolo al pH appropriato (7,2-7,4).

4. Il giorno successivo, 1 ora prima della coltura embrionale, preparare le microgocce di HTF trattato con gas e integrato e collocarle nellincubatore
per I'equilibrazione finale della CO, e della temperatura.

Metodo 2: Il giorno prima della coltura embrionale:

1. Preparare le microgocce di HTF integrato nelle piastre di coltura ricoperte di olio. Assicurarsi che le piastre di olio abbiano avuto 48 ore per
I'equilibrazione prima di applicare le goccioline e/o utilizzare I'olio da una beuta che ¢ stata equilibrata insieme al mezzo di coltura nell'incubatore.
L'utilizzo di olio pre-equilibrato garantira che il pH del mezzo venga raggiunto prima dell'inizio della coltura embrionale.

2. Collocare le piastre di coltura nell'incubatore durante la notte per 'equilibrazione della CO; e della temperatura.

Preparazione di microgocce per coltura di embrioni dal Giorno 1 al Giorno 2 o Giorno 3

Metodo 1: Il giorno prima della coltura embrionale:

1. Etichettare la parte inferiore di un numero adeguato di piastre di coltura con il nome del paziente.

2. Utilizzando una pipetta sierologica, riempire ciascuna piastra con I'olio adatto lavato e a temperatura ambiente.
3. Collocare tutte le piastre nellincubatore del paziente appropriato per 'equilibrazione notturna.

Il giorno della coltura embrionale (Giorno 1):

1. Utilizzare una pipetta o punta sterile per creare uno strato del numero appropriato di microgocce da 20-30 il di HTF integrato in ciascuna piastra
di olio equilibrato.

2. Collocare tutte le piastre nei coperchi rovesciati e posizionarle nellincubatore per 3-4 ore.

3. Lavare gli zigoti e trasferirli nelle microgocce.

4. Collocare le piastre nellincubatore del paziente appropriato per la coltura fino al Giorno 2 o al Giorno 3.

5. Valutare gli embrioni utilizzando i criteri e i protocolli di laboratorio standard.

Metodo 2: Il giorno prima della coltura embrionale:

1. Etichettare la parte inferiore di un numero adeguato di piastre di coltura con il nome del paziente.

2. Utilizzando una pipetta sierologica, riempire ciascuna piastra con I'olio adatto lavato e a temperatura ambiente. Utilizzare una pipetta o punta
sterile per creare uno strato del numero appropriato di microgocce da 20-30 pl di HTF integrato in ciascuna piastra di olio equilibrato.

3. Collocare tutte le piastre nellincubatore per 'equilibrazione notturna.

Il giorno della coltura embrionale (Giorno 1):

1. Lavare gli zigoti e trasferirli nelle microgocce.

2. Collocare le piastre nellincubatore del paziente appropriato per la coltura fino al Giorno 2 o al Giorno 3.
3. Valutare gli embrioni utilizzando i criteri e i protocolli di laboratorio standard.
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Instrucdes de utilizagdo do Y- HTF
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PRECAUGOES E AVISOS

1. Atencao: a lei federal (EUA) limita a venda deste dispositivo a médicos ou mediante a prescricdo de um médico (ou profissional devidamente
licenciado).

2. Atengao: o utilizador deve ler e compreender as instrugdes de utilizagdo e a secgdo de precaugdes e avisos, bem como ter formagéo no
procedimento correto antes de utilizar o HTF para a cultura de embriées humanos na fase de clivagem (dia 1-3).

3. Né&o deve ser usado para injegéo.

4. Nao voltar a esterilizar.

5. Néo utilize o produto se:

+ aembalagem parecer danificada ou o selo néo estiver intacto;
« tiver passado a data de validade;
+ ficar descolorado, turvo ou mostrar indicios de particulas.
6. O HTF contém o antibiético sulfato de gentamicina. Devem ser tomadas as devidas precaugdes para assegurar que o paciente néo ¢ alérgico a
este antibiético.
7. Paraevitar problemas de contaminag&o, recorra a técnicas asséticas.
8. Elimine o meio ndo utilizado no prazo de 7 dias apds a abertura. Nao utilize apds a data de validade.
INFORMAGOES GERAIS
Indicagdes de utilizagao
Cultura de embrides humanos na fase de clivagem (dia 1 ao dia 3).
Conservagao e vida util
Conserve a 2-8 °C e proteja da luz. Dez (10) semanas a partir da data de fabrico.
Composigao
E necessario um meio tamponado com bicarbonato rico em glicose, lactato e piruvato para sustentar o crescimento e o desenvolvimento de embrides
humanos in vitro.

Cloreto de sodio, Cloreto de potassio, Cloreto de calcio, Fosfato de potassio, Sulfato de magnésio, Bicarbonato de sddio, Glicose, Lactato de sodio,
Piruvato de sddio, Vermelho de fenol, Sulfato de gentamicina* (10 pg/mL)
*de material de origem de qualidade terapéutica

ESPECIFICAGOES DE CONTROLO DA QUALIDADE

Ensaio (realizado para cada lote) Especificagdo

Testes fisico-quimicos

pH (com 5% de COy) 72-74

Osmolalidade 280-292 mOsM
Testes bioldgicos

Endotoxinas (LAL) <0,5EU/mI

Teste de esterilidade (rastreios bacteriano e fungico, SAL 10-%) APROVADO
Ensaios biolégicos

Ensaio com embriées de ratinhos com 1 célula (% de blastocistos expandidos em 96 h de cultura) | > 80%

Nota especial sobre a acdo de CO, na incubadora: na maior parte dos casos, uma concentracdo de 5-7% de CO, na incubadora
produzira um pH de 7,2 a 7,4 no HTF. Contudo, a concentracéo exata de CO, necessaria para produzir o pH ideal de cerca de 7,30 (7,27-7,33)
depende de varios fatores, incluindo as caracteristicas fisicas da incubadora e a altitude. Consequentemente, recomendamos fortemente que cada
laboratério determine e utilize a concentragao de CO, necessaria para produzir um pH de 7,30 no HTF.
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INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Os procedimentos abaixo descritos demonstraram ser eficazes para a cultura de embriées humanos. Cada laboratério devera definir e otimizar os
respetivos procedimentos.

Apos cada abertura da garrafa original, volte a fechar bem a tampa da garrafa e conserve a 2-8 °C, protegida da luz.

Vinte e quatro (24) horas antes de utilizar o HTF para a cultura de embrides, suplemente o meio com albumina sérica humana (HSA) ou Suplemento
proteico LifeGlobal® para obter a % pretendida (v/v) de suplementagao proteica.

Equilibrio de CO; e da temperatura

Meétodo 1: no dia anterior a cultura de embriées:

1. Gaseie lentamente o HTF suplementado no frasco de cultura de tecidos de 50 mL durante cerca de 15 segundos com uma mistura de gases

sanguineos 5:5:90 utilizando uma pipeta de Pasteur esterilizada.

Permita que as bolhas subam até ao gargalo do frasco.

Feche bem a tampa do frasco de cultura e conserve no frigorifico a 2-8 °C. De um dia para outro, as bolhas de gés dissipam-se no meio, levando

0 meio a atingir o pH adequado (7,27 ,4).

4. No dia seguinte, 1 hora antes da cultura de embrides, prepare microgotas de HTF suplementado gaseado e coloque-as na incubadora para o
equilibrio final de CO, e da temperatura.

Método 2: no dia anterior a cultura de embriées:

1. Prepare microgotas de HTF suplementado nas placas de cultura, sob ¢leo. Certifique-se de que as placas de 6leo tiveram 48 horas para atingir
o equilibrio antes de criar as microgotas e/ou utilize 6leo de um frasco que foi equilibrado com meio de cultura na incubadora. A utilizagéo de
6leo equilibrado garantira que o pH do meio é atingido antes do inicio da cultura de embrides.

2. Coloque as placas de cultura na incubadora, de um dia para outro, para assegurar o equilibrio de CO, e da temperatura.

Preparagéo de microgotas para a cultura de embrides do dia 1 ao dia 2 ou 3

Método 1: no dia anterior a cultura de embriées:

1. Rotule a parte inferior de um niimero adequado de placas de cultura com o nome do paciente.

2. Utilizando uma pipeta serolégica, encha cada placa com o dleo adequado lavado e a temperatura ambiente.

3. Coloque todas as placas na incubadora do paciente adequado para que atinjam o equilibrio de um dia para outro.

No dia da cultura de embrides (dia 1):

1. Utilize uma pipeta ou ponta esterilizada para sobrepor um nimero adequado de microgotas de 20-30 pL de HTF suplementado em cada placa
de ¢leo equilibrado.

2. Coloque todas as placas nas suas tampas invertidas e coloque-as na incubadora durante 3 a 4 horas.

3. Lave os zigotos e transfira-os para as microgotas.
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Coloque as placas na incubadora do paciente adequado para cultura até o dia 2 ou 3.
Avalie os embrides de acordo com os seus protocolos e critérios laboratoriais padrao.

Método 2: no dia anterior a cultura de embriées:

1. Rotule a parte inferior de um niimero adequado de placas de cultura com o nome do paciente.

2. Utilizando uma pipeta seroldgica, encha cada placa com o éleo adequado lavado e a temperatura ambiente. Utilize uma pipeta ou ponta
esterilizada para sobrepor um nimero adequado de microgotas de 20-30 uL de HTF suplementado em cada placa de dleo equilibrado.

3. Coloque todas as placas na incubadora para que atinjam o equilibrio de um dia para outro.

No dia da cultura de embri6es (dia 1):

1. Lave os zigotos e transfira-os para as microgotas.

2. Cologue as placas na incubadora do paciente adequado para cultura até o dia 2 ou 3.

3. Avalie os embrides de acordo com os seus protocolos e critérios laboratoriais padrao.

SiMBOLOS

4. 1. giinde embriyo kiltrinden 1 saat once, gaz uygulanmis takviyeli HTF mikrodamlalari hazirlayin ve CO; ile sicaklik bakimindan son kez
dengeye gelmek iizere inkiibatdr igine yerlestirin.

Yontem 2: Embriyo kiiltiiriinden 6nceki giin:

1. Kiltiir kaplari iginde ve yag altinda olmak Uzere takviyeli HTF mikrodamlalari hazirlayin. Yag kaplarinin mikrodamlalar hazirlanmadan dnce
dengeye gelmek lizere 48 saat stireyle beklemis oldugundan emin olun ve/veya inkiibatérde kiltiir vasatiyla birlikte dengeye gelmis bir flask
icindeki yagi kullanin. Dengelenmis yag kullanmak, embriyo kdiltiirii baglamadan 6nce vasatin uygun pH degerine ulagsmasini saglayacaktir.

2. CO, ve sicaklik dengesini saglamak igin kiiltlr kaplarini gece boyunca inkiibatérde birakin.

1. Giinden 2. Giine veya 3. Giine Embriyo Kiiltiirlerini Hazirlamaya Y6nelik Mikrodamlalarin Hazirlanmasi

Yontem 1: Embriyo kiiltiriinden 6nceki giin:

1. Uygun sayida kiiltr kabinin alt kismini hastanin adiyla etiketleyin.

2. Serolojik bir pipet kullanarak her kabr yikanmis, oda sicakligina getirilmis uygun yag ile doldurun.
3. Tiim kaplari gece boyu dengeye gelmek lizere uygun hasta inkiibatériine yerlestirin.

Embriyo kiiltiiriiniin yapilacagi giin (1. giin):

Steril bir pipet veya pipet ucu kullanarak, her bir dengelenmis yag kabi icine yeterli sayida 20-30 l'lik takviyeli HTF mikrodamlasi aktarin.
Tiim kaplari ters gevrilmis kapaklarina yerlestirin ve 3 ila 4 saat kadar inkiibatérde birakin.

Zigotlari yikayin ve mikrodamlalar icine aktarin.

Kaplari uygun hasta inkiibatoriine yerlestirin ve 2. veya 3. giine kadar inkibatorde birakin.

Standart laboratuvar kriterleri ve protokolleri dogrultusunda embriyolari inceleyin.

Yontem 2: Embriyo kiiltiiriinden 6nceki giin:

1. Uygun sayida kiiltr kabinin alt kismini hastanin adiyla etiketleyin.

2. Serolojik bir pipet kullanarak her kabi yikanmis, oda sicakligina getirilmis uygun yag ile doldurun. Steril bir pipet veya pipet ucu kullanarak, her
bir dengelenmis yag kabi igine yeterli sayida 20-30 pl'lik takviyeli HTF mikrodamlasi aktarin.

3. Tiim kaplari dengeye gelmek lizere gece boyunca inkiibatérde birakin.

Embriyo kiiltiiriiniin yapilacagi giin (1. giin):

1. Zigotlari yikayin ve mikrodamlalar icine aktarin.

2. Kaplari uygun hasta inkiibatériine yerlestirin ve 2. veya 3. gline kadar inkiibatorde birakin.
3. Standart laboratuvar kriterleri ve protokolleri dogrultusunda embriyolari inceleyin.
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MoArotoBka MUKp ANA KyNbTUBUP

Memod 1. 3a deHb do Kynb

1. Bo3bMuTe coomeTchynou.(ee KONMYECTBO YalLex Anst KyNbTUBIPOBAHUS 1 YKAXWUTE HA UX AHE UMS NALMEHTKM.

2. C nOMOLLbIO CEPONOTAYECKOV MMMETKIN HAMOMHUTE KaXayto YallKy COOTBETCTBYHOLMM MPOMbITHIM MaCIOM KOMHATHOV TEMMEPATYPbI.
3. TlomecTuTe Bee Yallkit B COOTBETCTBYIOLLMIA MHKYGATOP NALMEHTKY ANS SKBANMGPALWMY Ha MPOTSKEHUN HOUM.

B deHb Kynk I (Genb 1):

1. C nomomm CTepMJ‘IhHOM NUNETKI UMM Nanoyku1 NOACIoUTE COOTBETCTBYOLLEE KONMYECTBO MKpokanens (no 20-30 Mkn) oboratleHHoit cpeabl
HTF B kaxqoi yallke ¢ 3kBUMGPMPOBaHHBIM MacoM.

TMomecTyTe BCe Yallk B X NepeBEPHYTbIE KPbILLKI 1 NOCTaBbTe B MHKybaTop Ha 3-4 yaca.

OTMOViTe 3UroThl 1 NEPEHECHTE UX B MUKPOKAMNIM.

TMomecTyTe Yallkit B COOTBETCTBYIOLLMIA MHKYGaTOpP NaLMeHTK ANS KynbTUBIMPOBAHHS BNNOTL A0 AHA 2 UK AHS 3.

MpoBeauTe oLieHKy IMGPUOHOB B COOTBETCTBUM CO CBOUMMI CTaHAAPTHBIMY NaGOPaTOPHBIMM KpUTEPUAMM U NPOTOKONaMM.

lemod 2. 3a deHb 00 Kynb
Bosbmute coomeTchynou.(ee KOMAYECTBO YalLieK ANs KyNbTUBUPOBAHNS U YKaXWTE Ha UX AHE UMS NaLMEHTKM.
C MomOLLbl0 CepOomoriYeckoil MUMETKW HAMOMHUTE Kazylo Yallky COOTBETCTBYHOLUMM MPOMBITbIM MAcrioM KOMHaTHOil TemmepaTypbl. C
TOMOLLbH0 CTEPUNBHON MUMETKM UMW Nanoykv NOACNOUTE COOTBETCTBYIOLLEE KOMMYECTBO Mukpokanens (no 20-30 mkn) oBoralleHHoM cpeabl
HTF B kaxzoit YalLke ¢ 3kBUNMBPUPOBAHHBIM MaCoM.

3. TMomecTuTe BCe Yallkvi B MHKYGATOP /st SKBUMMBPALMY Ha NPOTSKEHUA HOYM.

B deHb Kynk (Genb 1):

1. OTMOWT 3UTOTbI U MIEPEHECHTE UX B MUKpOKaNIH.

2. [NomecTyTe Yallkvt B COOTBETCTBYHOLMI MHKYGATOP NALMEHTKN AN KyNbTUBUPOBAHMSA BNNOTb A0 AHA 2 UMK AHA 3.

3. [poBeauTe OLgHKY SMBPUOHOB B COOTBETCTBMM CO CBOMMY CTaHAAPTHBIMM NaBOPaTOPHBIMM KpUTEPUAMIA 1 NPOTOKONaMM.
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WHCTpYKLMA No NpuMeHeHnio cpeap Y- HTF

(Homepa no karanory: GMHT-100, GMHT-250, GMHT-500)

NPEAOCTEPEXEHWUA U MEPbI NPEAOCTOPOXHOCTU

1. Mpepynpexpexune: denepanshblit 3akoH (CLLUA) paspeluaeT npogaxy [aHHOTO CPeAcTBa TOMbKO BpadaM WnM MO WX 3akasy (Unn xe
NpaKTUKyIoLWMM MeapaboTHIKaM, UMEIOLLMM COOTBETCTBYIOLLYIO NIULIEH3NIO).
: [onb3oBaTenio HeO6X0AMMO 03HAKOMUTLCS C MHCTPYKLMEN MO MPUMEHEHMIO, @ Takke C NPeoCTEPeXeHNaMA U Mepami

Yo HTF Kullanma Talimati

(Katalog Numaralari: GMHT-100, GMHT-250, GMHT-500)

ONLEMLER VE UYARILAR

1. Dikkat: Federal yasalar (FDA) uyarinca bu cihazin satisi bir hekim (ya da uygun lisansli bir uzman) tarafindan veya hekimin siparisi Uzerine
yapllan satigla sinirlidir.
Dikkat: Kullanici, Kullanma Talimati ile Onlemler ve Uyarilari okumali ve anlamali; ayrica insan embriyolarinin yariklanma evresi (1-3. giinler) igin
Kiiltir amaciyla HTF kullanmadan énce dogru prosedir konusunda egitim almig olmalidrr.
Enjeksiyon olarak kullaniimamalidir.
Tekrar sterilize etmeyin.
Asagidaki durumlarda Urlind kullanmayin:
+ Urlin ambalajinda gériinir hasar bulunmasi veya mihdiriin kirilmis olmasi
+ Son kullanma tarihinin gegmis olmasi
+_Uriinde renk dedisikligi, bulaniklik g6riilmesi veya parcacikli madde kaniti bulunmasi
6. HTF antibiyotik olarak gentamisin sllfat icerir. Hastanin bu antibiyotige duyarliligr oimadigindan emin olunmast igin uygun Gnlemler alinmalidir.
7. Kontaminasyon sorunlarinin 6nlenmesi igin aseptik teknikler kullaniimalidir.
8. Aclildiktan sonraki 7 giin i¢inde kullanilmayan vasat atilmalidir. Son kullanma tarihinden sonra kullaniimamalidir.

GENEL BILGILER

Kullanim Endikasyonlar

insan embriyolarinin yariklanma evresi (1. giinden 3. giine kadar) iin killtdr.

Saklama Kosullar ve Raf Omrii

2-8°C'de saklanmali ve istktan korunmalidir. Uretim tarihinden itibaren on (10) hafta.

Bilesim

Glukoz, laktat ve piriivat igeren bikarbonat tamponlu vasat, insan embriyolarinin in vitro kosullarda biiyimesi ve gelismesi icin gereklidir.

Sodyum Kloriir, Potasyum Kloriir, Kalsiyum Klortr, Potasyum Fosfat, Magnezyum Siilfat, Sodyum Bikarbonat, Glukoz, Laktat Na Tuzu, Sodyum
Piriivat, Fenol Kirmizisi, Gentamisin Siilfat* (10 pg/ml)
*terapotik dereceli kaynak materyalden

KALITE KONTROL SPESIFIKASYONLARI

osw

Tetkik (her seri igin yapilir) Spesifikasyon
Fizikokimyasal Testler
pH (%5 COy ile) 7274
Ozmolalite 280-292 mOsM
Biyolojik Testler
Endotoksin (LAL) <0,5EU/MmI
Sterilite Testi (bakteri ve mantar taramasi, SAL 10-%) PASS
Biyolojik Tetkikler
1 hiicreli Fare Embriyo Tetkiki (96 saatlik killtiir ile ekspansiyon goriilen blastokist %’si) > %80
inkiibatordeki CO, K ile ilgili Ozel Not: Cogu durumda, inkiibatérdeki %5-7'lik CO, konsantrasyonu HTF pH degerinin 7,2 ila

7,4 olmasini saglar Ancak, yaklaslk 7,30 (7,27-7,33) olan optimum pH degenmn elde edilmesi icin gereken net CO, konsantrasyonu inkilbatbrin
fiziksel 6zellkler ile rakim dahil olmak tzere cesitli faktorlere baglidir. Sonug olarak, her laboratuvarin HTF Griiniiniin gerektirdigi 7,30'luk pH degerini
saglayacak CO, konsantrasyonunu belirlemesi ve kullanmasi gerekmektedir.

KULLANMA TALIMATI

Asagida agiklanan prosedirlerin insan embriyolarinin kiiltiiri igin etkili oldugu saptanmistir. Her laboratuvarin kendi prosediirlerini belirlemesi ve
optimize etmesi gerekmektedir.

Orijinal sige acildigi her seferden sonra sisenin kapag sikica kapatiimali ve sise isiktan korunarak 2-8°C'de saklanmalidir.

Embriyo killtiirii icin HTF kullanilmadan yirmi dért (24) saat 8nce, istenen % (v/v) protein takviyesinin elde edilmesi igin vasat insan Serum Albiimini
(HSA) veya LifeGlobal® Protein Takviyesi kullanilarak takviye edilmelidir.

CO,, ve Sicaklik Dengesi

Yéntem 1: Embriyo kiiltiiriinden énceki giin:

1. Steril bir Pasteur pipeti ile 5:5:90 Kan Gaz Karigimi kullanarak 50 mr'lik kiiltiir flaski icindeki takviyeli HTF'ye yaklasik 15 saniye siireyle yavasca
gaz uygulayin.

2. Kabarciklarin flaskin boynuna dogru yiikselmesini bekleyin.

3. Kiltir flaskinin kapagini sikica kapatin ve 2-80°C’lik buzdolabinda saklayin. Gece siiresince gaz kabarciklari vasat iginde dagilacak ve vasat
uygun pH degerine (7,2-7,4) gelecektir.
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npenocTopoxHocTi. OH aomkeH BbiTb 0By4eH npaBunbHOMY BbINONHEHMIO MPOLEAYPbI A0 ucnonb3oBanns cpeabl HTF (Human Tubal Fluid —
pacTBOp, MMUTUPYHOLLWIA Cpeay B MaTOUHbIX TPyDaX KeHLLMHbI) NS KynbTUBUPOBaHIS IMBPMOHOB YenoBeka Ha cTaaum Apobnerns (nexb 1-3).

* IMEeIOTCS NPU3HaKM NOBPEXAEHINS YNakoBKI UM HapyLUeHa repMeTu3aLms
* 1CTEK CPOK FOAHOCTY
* MPOAYKT U3MEHWN CBOV LIBET, TOMYTHEN NN MEeT MEXaHN4ECKMe BKIOYEHNS
6. Cpena HTF copepxut aHTMOMOTUK reHTammumuHa cynbcar. HeobxoauMo NpuUHATL COOTBETCTBYHOLME MEpbl MPEAOCTOPOXHOCTH, 4TOGbI
rapaHTUpOBaTb OTCYTCTBIE Y NaLMeHTa CeHCMBUNM3aLn K AaHHOMY aHTUBMOTMKY.
7. Yrobbl n3bexaTb Npobnem ¢ KOHTaMUHALMEN, UCMONb3YiTe acenTyeckue MeTofbl.
8. Heucnonb3oBaHHas cpeda MOANEXMT yTUNM3aLUMK B TeyeHne 7 AHeW nocne BCKPbITWS hriakoHa. He mcnonbayiiTe Mo MCTeYeHMM cpoka
rogHocTy!

OBLLWE CBEIEHUA

MokasaHus k npuMeHeHuo

KynbTuBmMpoBaH1e aMEGPUOHOB YemnoBeka Ha CTaauv ApobneHus (co aHs 1 Ao Axs 3).

XpaHeHMe W CPOK rogHoOCTH

XpaHuTb npu Temnepatype 2-8 °C B 3aLYyLLEHHOM OT CBETa MecTe. [IecsTb Heaemb C AaTbl U3rOTOBMNEHNS.
Cocras

Cpepa, 3abyepeHHasi ¢ nomoLubto GrkapboHaTa 1 HacbllLEHHAs FMKOKO30iA, NaKTaToM U NMUpyBaToM; HeoGXoauMa Ans MoAAepKaHus pocta i
pa3BuTUs SMOPUOHOB YenoBeka in vitro.

Hatpus xnopua, Kanus xnopua, Kanbuus xnopua, Kanus cdocdar, Marius cynbeat, Hatpus 6ukapbonar, Mniokosa, Hatpus nakrar, Hatpus
nupyBart, PeHONOBbIN KpacHbll, MeHTamuumHa cynbdat™ (10 Mkr/mn)

*M3 UCXORHOTO MaTepHana, NPUMEHSEMOTO B NleueBHbIX Lensix

CMELMOUKALIUKA KOHTPONA KAYECTBA
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AHanu3 (npoBoANUTCA ANA KaXAoW cepum) Cneundmkaums
Du
pH (¢ 5 % CO;) 7274
OcMonsnbHOCTb 280-292 mocMonb/kr

Buonoruyeckue ucnbitaHus

OnpotokemHbl (LAL-TecT) <0,5E93/Mn

TeCT Ha CTepUNbHOCTS (BbISBNIEHMe GakTepuii v rpUBOB, rapaHTMPOBaHHbI ypoBeHb cTepunbHocTi 10%) | TIPOMTEH
AHanu3s 61onornyeckoil akTHBHOCTH

Vicenenosanie G ONHOKIETOMHBIMU MbILLIMHBIMA IMGPUOHMM (TDOLGHT PACLIUPEHHBIX GMacTOUMCT B | gnor

96-4acoBoit kynbType)

Oco60e NpuMeyaHue B OTHOWEHNM KOHLEHTpauun CO,B uHKybaTope: B GonblunHcTae cnyyaes 5-7 % CO,B uHkybaTope aapyt pH 7,2-7,4 B
cpene HTF. Oanako TouHas koHueHTpaLus COy, Heobxoauman Ans AOCTUXeH!s onTumanbHoro pH okono 7,30 (7,27-7,33), 3aBUCKT OT HECKOMbKMX
(haKTOpOB, B TOM YiCME OT (HU3NYECKIX XapaKTepUCTUK MHKyGaTopa 1 BbICOTbI Haj ypoBHEM Mopsi. M03TOMy Mbl HACTOATENbHO peKoMeHayem
Kaxgoit naGopaTopun onpenensTb 1 Mcnonb3oBaTh koHLeHTpaLyio CO,, npu kotopoit Ans cpeabl HTF 6yaet nocturatses pH 7,30.

WHCTPYKLUA NO NPUMEHEHNIO

OnucaHHble HiKe NPOLEAYPbI NpU3HaHb! 3(EKTUBHBIMM A7 KyNbTUBMPOBaHUS 3MBPUOHOB YerioBeka. Kaxaasi nabopatopus omkHa onpesentTs
1 ONTUMM3NPOBATb CBOM COBCTBEHHbIE MPOLIEAYPbI.

[Mocne Kaxaoro OTKPbITUS OPUTMHAMNBHOTO hiakoHa NOTHO ero 3akpbiBaiiTe U XpaHuTe Npu Temnepatype 2-8 °C B 3alLMLLEHHOM OT CBETA MeCTe.

3a 24 vaca o ncnonb3osaxus cpebl HTF ans kynbTuemMpoBanmus aMbproHoB 06aBbTe B Hee NGO CbIBOPOTOuHbIN anbbymuH Yenoseka (CAY),
nuGo Genkoyto fobasky LifeGlobal® anst socTinkeHus HeobxoaMMoro npoLieHTa (06bEMHOTO copepXaHisi) GenkoBOro BOCMOMHEHMS.
p COyu patypbl
Memod 1. 3a deHb do Kynb
1. C nomolybto CTepuUnbHoi nacrepoacxow nMneTKIA MeaneHHo (npubnuantensHo 15 cekyHa) Hacbilwaite cmecbio ra3os kposu (5:5:90)
oboratenHyto cpeay HTF B konbe ans KynbTMBMpOBaHNS TkaHeil o6bemom 50 mn.

2. [laitte ny3bipbkam BO3MOXHOCTb MOAHATLCS K FOPbILLIKY KOMBbI.
3. TnoTHo 3akpoiite konby Ans KynbTUBUPOBAHNS 1 COXPaHUTE B XONoAWmbHMKe Npu Temnepatype 2-8 °C. 3a Houb Ny3bIpbKM ra3a MPOHUKHYT B
4

cpeqy, B pesynbTaTe Yero B cpeqe ByaeT A0CTUTHYTO COOTBETCTBYlOLLEE 3HayeHue pH (7,2-7,4).
Ha cnepytowuit neHb 3a 1 4ac 4o KynbTMBUPOBaHIMS SMEGPUOHOB MOATOTOBLTE MUKPOKAMNMN HACBILLEHHON ra3omM, oboraLyenHoi cpeabl HTF 1
nomecTuTe B HKybaTop Ans 3aknounTensHol akeunnbpauun CO, 1 TemnepaTypbl.

Memod 2. 3a deHb 90 K]

1. B vawkax ans KyJ'IbTMBVIpOBaHVIR nomectute noA Cnoit Macna Mukpokannu oforatleHHoin cpeabl HTF. Y6eautech, YTo 0 NPUroTOBREHS
MUKpoKanenb Gbina npoBefeHa 3KkBUNMGPaLyS Yallek C Macnom B TeyeHue 48 YacoB u/unn UCNONb3yiTe Macno 13 Konbbl, koTopoe Bbino
3KBUNMBPUPOBAHO C KyNbTypanbHoW Cpeaolt B WHKyGatope. Vcnonb3oBanue 3kBUNMBPUPOBAHHOTO Macrna MO3BOMWT rapaHTMpOBaTh, YTO
HeoBxoaumoe 3HaueHe pH cpeabl AOCTUTHYTO A0 Havana KyrnbTUBUPOBaHWSI 3MGPUOHOB.

2. TlomecTyTe YaLukv ANs KyNbTUBMPOBAHMS Ha HOYb B UHKy6aTop Ans akeunubpaumm CO, 1 TeMnepaTypbl.
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