	Набор для сохранения ооцитов и эмбрионов методом Криотоп (Cryotop)

	Протокол

	Метод Криотоп (Cryotop)

для VT601 / VT 602

VT601-TOP / VT602 - KIT
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	Витрификация 

	

	ЧАСТЬ 1
	Необходимые материалы

	· Набор для витрификации ооцитов и эмбрионов методом Криотоп (Cryotop)
№ 0 Основной раствор (BS): 1 флакон 1,5 мл (Исключительно для витрификации ооцитов) 
№ 1 Равновесный раствор (ES): 1 флакон 1,5 мл 

№ 2 Раствор для витрификации (VS): 2 флакона по 1,5 мл


4 криотопа: на 1 криотопе рекомендуется сохранять до 4 ооцитов или 4 эмбрионов.  

2 репродуктивных лотка с 6 углублениями
· Охладительная установка (№ 84010): Камера из голубого стирола для жидкого азота 
· Пастеровская пипетка (№ 72100, 72110 или 72120) 

· Микроскоп (Необходимо отключить термопластину) 
· Секундомер или Таймер (с функцией прямого счета) 

· Жидкий азот (Стерилизация фильтрованием возможна при помощи ультратонкого тефлонового фильтра) 

· Пинцет 

· 2 микропипетки: 2-20 мкл
100 – 1000 мкл
· Стержневой элемент

· Резервуар для хранения
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	ВНИМАНИЕ
	Следует использовать пастеровскую пипетку с внутренним диаметром, соответствующим диаметру ооцита или эмбриона. Внешний диаметр ооцита составляет приблизительно 120 мкм, внешний диаметр эмбриона составляет приблизительно 120-250 мкм. Это необходимо для расчета оптимального объема растворов, что позволит создать наилучшие условия для их разбавления и получить, как следствие, наиболее высокий коэффициент выживаемости. 


	НАБОР ДЛЯ ВИТРИФИКАЦИИ

	

	Порядок проведения витрификации

	

	
	Пенополиуретан с открытыми порами (OPU) 
	
	Эквилибрация ооцитов
	
	
	

	
	
	
	
	
	Витрификация методом Криотоп (Cryotop)
	

	
	Посев
	
	Эквилибрация эмбрионов 
	
	
	

	

	Процедуры эквилибрации ооцитов и эмбрионов различны. 

	

	ЧАСТЬ 2
	ПОДГОТОВКА К ВИТРИФИКАЦИИ

	1. Довести основной раствор BS, равновесный раствор ES и раствор для витрификации VS до комнатной температуры (25-27ºC) 
	

	2. Указать необходимую информацию о пациенте на рукоятке криотопа (См. Рисунок 1) 
	Рисунок 1
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	3. Наполнить свежим жидким азотом 90% объема охладительной установки. . 
	Рисунок 2
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	4. Удалить чашку для культивирования, содержащую ооцит или эмбрион, из инкубатора. При помощи пастеровской пипетки тщательно проверить под микроскопом качество ооцита или эмбриона (См. Рисунок 2). 

Примечание: При витрификации ооцита необходимо снять клетки яйценосного бугорка. 
	

	
	[image: image5.emf]Необходимо сравнить ширину перивителлинового пространства с толщиной вителлинового слоя и записать соотношение (1:1). Это позволяет быстрее узнавать об окончании эквилибрации после погружения в равновесный раствор ES. 


	Витрификация

	

	ЧАСТЬ 3
	Эквилибрация

	

	Эквилибрация ооцитов
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	Эквилибрация ооцитов 1

На крышке репродуктивного лотка надписать BS, VS1 и VS2. При помощи микропипетки накапать 20 мкл основного раствора BS и по 300 мкл растворов для витрификации VS1 и VS2 в лоток (См. Рисунок 3). Незамедлительно накрыть репродуктивный лоток крышкой. 
	Рисунок 3 
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	Эквилибрация ооцитов 2
Провести аспирацию ооцита на кончик пастеровской пипетки. Поместить ооцит с минимальным объемом среды, взятой из чашки для культивирования, на ДНО основного раствора BS (20 мкл).  
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	Эквилибрация ооцитов 3 – В течение 3 минут

Настроить секундомер (с функцией прямого счета). На следующих этапах проверять время при помощи секундомера. Осторожно добавить 20 мкл равновесного раствора ES НА ПОВЕРХНОСТЬ основного раствора BS с ооцитом, перемещая микропипетку вдоль углубления, и оставить на 3 минуты (См. Рисунок 4). 
	Рисунок 4
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	Эквилибрация ооцитов 4 – В течение 3 минут

Осторожно добавить еще одну дозу равновесного раствора ES объемом 20 мкл также НА ПОВЕРХНОСТЬ основного раствора BS и оставить на 3 минуты (См. Рисунок 4). 
	

	Эквилибрация ооцитов 5 – В течение 9 минут

Осторожно добавить еще одну дозу равновесного раствора ES объемом 240 мкл также НА ПОВЕРХНОСТЬ основного раствора BS и оставить на 9 минут (См. Рисунок 4). 

При эквилибрации необходимо полностью восстановить объем ооцита. 
Эквилибрация ооцита завершена, если ширина перевителлинового пространства равна  ширине до погружения в равновесный раствор ES. 
	


	НАБОР ДЛЯ ВИТРИФИКАЦИИ

	

	Эквилибрация эмбриона 
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	Эквилибрация эмбриона 1

На крышке репродуктивного лотка надписать ES, VS1 и VS2. Дважды осторожно перевернуть каждый флакон с равновесным раствором ES и раствор для витрификации VS для перемешивания их содержимого. При помощи микропипетки накапать в лоток по 300 мкл каждого раствора (См. Рисунок 5). Незамедлительно накрыть репродуктивный лоток крышкой. 
	Рисунок 5
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	Эквилибрация эмбриона 2

Провести аспирацию эмбриона на кончик пастеровской пипетки (См. Рисунок 6). 

Поместить эмбрион с минимальным объемом среды в центр НА ПОВЕРХНОСТЬ равновесного раствора ES. 
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	Рисунок 6
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	Эквилибрация эмбриона 3 – В течение 12 или 15 минут 

Настроить секундомер (с функцией прямо счета). На следующих этапах проверять время при помощи секундомера. Свободное падение эмбриона длится в течение 30 секунд. Он спонтанно начинает уменьшаться и затем постепенно приобретает первоначальный размер, инфильтрируя равновесный раствор ES, который указывает на завершение эквилибрации.  
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Внимание
	В случае эквилибрации бластоцисты необходимо дождаться исчезновения перивителлинового пространства. Особенно в случае бластоцисты рекомендуется витрификация пятидневной бластоцисты. 

Длительность эквилибрации составляет для: 

Ооцита: 15 минут

2PN, 4-клеточной и 8-клеточной стадий: 12 минут. 
Морулы или Бластоцисты: 15 минут. 


	Витрификация

	

	ЧАСТЬ 4
	Витрификация

	Процедура аналогичная как для ооцитов, так и для эмбрионов. Следующие этапы с 1 по 7 следует завершить в течение 60-90 секунд. 

	Витрификация 1

После завершения эквилибрации необходимо провести аспирацию ооцита (эмбриона) в равновесном растворе ES на кончик пастеровской пипетки (См. Рисунок 7). Поместить ооцит (эмбрион) в центр поверхности раствора дли витрификации VS1 с минимальным объемом равновесного раствора ES. Выдувать только ооцит (эмбрион) в раствор для витрификации VS1. Во избежание попадания остатка равновесного раствора ES, находящегося в пастеровской пипетке, в раствор для витрификации VS1, необходимо выдуть равновесный раствор ES за пределы лунки. Провести аспирацию свежего раствора для витрификации VS1 и снова выдуть его за пределы лунки. Провести аспирацию свежего раствора для витрификации VS1 внутрь пастеровской пипетки. 
	Рисунок 7
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	Витрификация 2 – В течение 1 минуты
При помощи пастеровской пипетки провести аспирацию ооцита (эмбриона) в растворе для витрификации VS1 и выдуть его в раствор для витрификации VS1. Быстро 5 раз помешать вокруг ооцита (эмбриона). Повторить аспирацию, выдувая и помешивая, три раза, изменяя положение в растворе для витрификации VS1 (См. Рисунок 8). Полностью переместить внешний раствор ооцита (эмбриона) в раствор для витрификации VS1 до тех пор, пока не исчезнут видимые остатки равновесного раствора ES. 

	Рисунок 8 
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	Витрификация 3 – В течение 0,5 минут 
Выдуть остаток раствора для витрификации VS1, находящийся в пастеровской пипетке, за пределы лунки. Провести аспирацию свежего раствора для витрификации VS2 внутрь пастеровской пипетки, затем провести аспирацию ооцита (эмбриона) в растворе для витрификации VS1 на кончике пипетки. Поместить ооцит (эмбрион) в раствор для витрификации VS2 с минимальным объемом раствора для витрификации VS1. При помощи пастеровской пипетки в растворе для витрификации VS2 помешивать вокруг ооцита (эмбриона), дважды меняя положение (См. Рисунок 8). Настоящий этап завершен, если внешний ооцит (эмбрион) полностью перемещен в раствор для витрификации VS, и при этом наблюдается легкое сжатие по причине дегидратации. 

	Витрификация 4 

Поместить криотоп под микроскоп (логотипом вверх) и настроить фокус на черную отметку на листе криотопа (См. Рисунок 9).
	Рисунок 9
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	НАБОР ДЛЯ ВИТРИФИКАЦИИ

	Витрификация 5

Провести аспирацию сжатого ооцита (эмбриона) в растворе для витрификации VS2 на кончике пастеровской пипетки (См. Рисунок 10). Поместить ооцит (эмбрион) возле черной отметки на листе криотопа с минимальным объемом (менее 0,1 мкл) раствора для витрификации VS2 (См. Рисунки 11а и 11b). В случае более 2 ооцитов (эмбрионов) сформировать по отдельной капле для каждого (См. Рисунки 12a и 12b). 
	Рисунок 10
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	Удаление излишка раствора для витрификации VS с листа. 

После помещения ооцита на лист криотопа следует удалить излишек раствора для витрификации VS, проведя аспирацию при помощи пипетки. 

	Этап 1 
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Поместить кончик пипетки в нижнюю часть большой капли раствора для витрификации  VS. 
	Этап 2
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Передвинуть пипетку в горизонтальном направлении наружу, растянув каплю раствора для витрификации VS. 
	Этап 3 
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Провести аспирацию излишка раствора для витрификации VS и максимально уменьшить каплю раствора для витрификации VS (не всасывая при этом ооцит). 


	Рисунок 11а: Правильный вариант
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Поместить плоскую каплю возле черной отметки на листе криотопа. 
	Рисунок 11b: Неправильный вариант
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Поместить объемную каплю возле черной отметки на листе криотопа. Объем раствора для витрификации VS2 слишком велик. 

	Рисунок 12a: Правильный вариант
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	Рисунок 12b: Неправильный вариант
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	Витрификация 6
Проверить под микроскопом, что ооцит (эмбрион) находится на листе с минимальным объемом раствора для витрификации VS2. 

Быстро погрузить криотоп в свежий жидкий азот.  


	Витрификация

	Витрификация 7

Удерживая при помощи пинцета длинный колпачок, ввести криотоп кончиком листа, погруженным в жидкий азот. Затем, удерживая руками колпачок, закрепить в нем криотоп, наглухо завинчивая его в воздухе вручную (См. Рисунок 13). 

	Рисунок 13
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Удерживая длинный колпачок пинцетом, вставить криотоп внутрь него. 
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Удерживая колпачок пальцами, надеть его до конца на криотоп. 
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Закрутив колпачок, убедиться, что он  наглухо закрывает криотоп. 

	Витрификация 8
Убедиться в том, что колпачок наглухо зафиксирован на криотопе. Поместить криотоп в стержень и хранить в резервуаре для хранения. 
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	ВНИМАНИЕ
	Необходимо держать лист криотопа в жидком азоте до его перемещения в резервуар для хранения. При перемещении криотопа в другой резервуар для хранения следует хранить его в жидком азоте. 

Не выставлять криотоп на воздух до размораживания. 


	НАБОР ДЛЯ ВИТРИФИКАЦИИ

	

	ЧАСТЬ 1
	Необходимые материалы

	· Набор для размораживания ооцитов и эмбрионов методом Криотоп (Cryotop)

№ 1 Раствор для размораживания (TS):  2 флакона по 4 мл
№ 2 Раствор-разбавитель (DS): 1 флакон 4 мл
№ 3 Промывочный раствор (WS): 1 флакон 4 мл

2 чашки Петри: 35 мм для раствора для размораживания (TS) 
1 репродуктивный лоток с 6 углублениями

· Охладительная установка (№ 84010): Камера из голубого стирола для жидкого азота 

· Пастеровская пипетка (№ 72100, 72110 или 72120) 

· Микроскоп (Необходимо отключить термопластину)
· Секундомер или Таймер (с функцией прямого счета) 

· Жидкий азот (Стерилизация фильтрованием возможна при помощи ультратонкого тефлонового фильтра) 

· Пинцет 
· 1 микропипетка: 100 – 1000 мкл

· Стержневой элемент

· Резервуар для хранения
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	ВНИМАНИЕ
	Следует использовать пастеровскую пипетку с внутренним диаметром, соответствующим диаметру ооцита или эмбриона. Внешний диаметр ооцита составляет приблизительно 120 мкм, внешний диаметр эмбриона составляет приблизительно 120-250 мкм. Это необходимо для расчета оптимального объема растворов, что позволит создать наилучшие условия для их разбавления и получить, как следствие, наиболее высокий коэффициент выживаемости.


	Размораживание

	

	ЧАСТЬ 2
	Подготовка к размораживанию

	1. При помощи чашки Петри нагреть флакон с раствором для размораживания TS (запечатанный) в инкубаторе до температуры 37ºC (> 1,5 часа). 

2. Довести раствор-разбавитель DS и промывочный раствор WS до комнатной температуры (25-27ºC). 

3. Извлечь стержневой элемент с криотопом, быстро погрузить стержень в охладительную установку, наполненную свежим жидким азотом. Извлечь криотоп из стержня в жидком азоте. Проверить информацию о пациенте на ярлыке криотопа. 
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	ВНИМАНИЕ
	Поместить охладительную установку вблизи стереомикроскопа. 

	3. На крышке репродуктивного лотка подписать DS, WS1 и WS2. 
Дважды осторожно перевернуть каждый флакон с раствором-разбавителем DS и промывочным раствором WS для перемешивания содержимого. При помощи микропипетки капнуть по 300 мкл раствора-разбавителя DS и промывочных растворов WS1 и WS2 в репродуктивный лоток. Поместить его на столик микроскопа и закрыть крышкой. 

Удалить флакон с раствором для размораживания TS и чашку Петри из инкубатора и поместить чашку Петри на столик микроскопа. Дважды осторожно перевернуть флакон с раствором для размораживания TS для перемешивания содержимого и вылить все содержимое в чашку Петри (См. Рисунок 1). 
	Рисунок 1
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	4. Настроить фокус микроскопа на чашку Петри, содержащую  раствор для размораживания TS. 
Использовать пастеровскую пипетку для легкой фокусировки на центре чашки Петри (См. Рисунок 2). 
	Рисунок 2
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	НАБОР ДЛЯ ВИТРИФИКАЦИИ

	

	
[image: image34.emf]

	

	ЧАСТЬ 3
	Размораживание

	Размораживание 1

Осторожно вращая, удалить колпачок с криотопа, находящегося в жидком азоте (См. Рисунок 3a). 
Поместить его в углу охладительной установки (См. Рисунок 3b). 
	Рисунок 3a
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	Рисунок 3b
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	Размораживание 2

Приготовить для использования пастеровскую пипетку, удерживая криотоп в жидком азоте. Настроить секундомер (с функцией прямо счета). На следующих этапах проверять время при помощи секундомера. 

	Размораживание 3 – В течение 1 минуты
Быстро погрузить лист криотопа в раствор для размораживания TS на столике микроскопа. Это следует осуществить за 1 секунду (См. Рисунок 4). Найти ооцит (эмбрион), настраивая фокус на черную метку на листе криотопа. Через 1 минуту после погружения в раствор для размораживания TS осторожно провести аспирацию ооцита (эмбриона) при помощи пастеровской пипетки после его удаления с листа. Провести аспирацию ооцита (эмбриона) даже в том случае, если он не отходит от листа. Также провести аспирацию раствора для размораживания TS до тех пор, пока ооцит (эмбрион) не переместится на расстояние 2 мм от кончика пастеровской пипетки. 

	Рисунок 4
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Рисунок 5
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	Размораживание

	

	ЧАСТЬ 4
	Разбавление

	Разбавление – В течение 3 минут

Медленно выдуть только раствор для размораживания TS  в пастеровской пипетке в центр ДНА раствора-разбавителя DS (См. Рисунок 6a), затем осторожно поместить ооцит (эмбрион) на дно слоя раствора для размораживания TS (См. Рисунок 6b). Оставить на 3 минуты. Это необходимо для наиболее постепенного перемещения ооцита (эмбриона) из раствора для размораживания TS в раствор-разбавитель DS. 
	Рисунок 6a
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	Рисунок 6b
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	ЧАСТЬ 5
	Промывание

	Промывание 1 – В течение 5 минут

Через 3 минуты после погружения в раствор-разбавитель DS необходимо при помощи пастеровской пипетки осторожно провести аспирацию ооцита (эмбриона) в растворе-разбавителе DS. Также провести аспирацию раствора-разбавителя DS до тех пор, пока ооцит (эмбрион) не переместится на расстояние 2 мм от кончика пастеровской пипетки (См. Рисунок 7). 
	Рисунок 7
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	Медленно выдуть только раствор-разбавитель DS из пастеровской пипетки в центр ДНА промывочного раствора WS1 (См. Рисунок 8a), затем осторожно поместить ооцит (эмбрион) туда же на дно (См. Рисунок 8b). Оставить на 5 минут. Это также необходимо для наиболее постепенного перемещения ооцита (эмбриона) из раствора-разбавителя DS в промывочный раствор WS1. 
	Рисунок 8a
[image: image43.emf]
	Рисунок 8b
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	Промывание 2 – В течение 1 минуты
Через 5 минут после погружения в промывочный раствор WS1 при помощи пастеровской пипетки провести аспирацию ооцита (эмбриона) с минимальным объемом промывочного раствора WS1 (См. Рисунок 9) и поместить его в центр ПОВЕРХНОСТИ промывочного раствора WS2. По окончании свободного падения ооцита (эмбриона) на дно промывочного раствора WS2 повторить указанные действия в растворе WS2 (См. Рисунок 10). 
	Рисунок 9
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	Рисунок 10
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	Промывание 3 
Поместить ооцит (эмбрион) в чашку для культивирования, содержащую соответствующую питательную среду. Инкубировать ооцит (эмбрион) в инкубаторе при температуре 37ºC для завершения восстановления. 

Завершение восстановления: для ооцита (эмбриона) рекомендованы 2 часа. 

	По всем интересующим Вас вопросам можно обратиться на электронный адрес: trading@kitazato.co.jp


	Примечания
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Ооцит





Перивителлиновое пространство





20 мкл





300 мкл





300 мкл





Шаг 1





+ 20 мкл





Шаг 2





+ 20 мкл





Шаг 3





+ 240 мкл





3 мин





3 мин





9 мин





Протокол витрификации





Ооцит





Этап 1





Этап 2





Этап 3





3 мин





3 мин





9 мин





В течение 1 мин





1 мин, 37ºC





Нагревание 


(+42000ºC / мин)





3 мин





5 мин





1 мин





Охлаждение 


(-23000ºC / мин





0,5 мин





20 мкл





+ 20 мкл





+ 20 мкл





+ 240 мкл





300 мкл





300 мкл





300 мкл





300 мкл





300 мкл





До





После





Протокол витрификации





Эмбрион





300 мкл





300 мкл





300 мкл





300 мкл





300 мкл





300 мкл





До





После





1 мин





5 мин





3 мин





1 мин, 37ºC





12 или 15 мин





Зигота





4 клетки





Бластоциста





В течение 1 мин





0,5 мин





Охлаждение 


(-23000ºC / мин)





Нагревание 


(+42000ºC / мин)





Рекомендация


2PN, 4-клеточная и 8-клеточная стадии: 12 минут


Морула или Бластоциста: 15 минут





300 мкл





300 мкл





300 мкл





12 или 15 минут





Эмбрион





Ооцит / Эмбрион





Ооцит / Эмбрион





Пастеровская пипетка





Ооцит / Эмбрион





300 мкл





300 мкл





300 мкл





3 минуты





5 минут





1 минута





Нагревание


(+42000ºС/мин) 


1 мин, 37ºС





Ооцит / Эмбрион





Ооцит / Эмбрион





Вителлиновый слой





2 мм





2 мм











	2


	3



