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PROTEINFRI GAMETE- OG EMBYRO-HANDTERING SAMT DYRKNINGSME-
DIAPRODUKTER INNEHOLDENDE METYLCELLULOSE

Foreliggende oppfinnelse angdr i hovedsak proteinfrie dyrkningsmedier (PFM) spe-
sialisert og optimalisert for humane reproduksjons- og fertilitetsprogrammer om-
fattende de trekk som er angitt i krav 42 og 43. De i hovedsak proteinfrie medie-
produkter som er beskrevet heri, er anvendelige for & forhindre overfgring av pro-
teinbundne patogener innbefattende blant annet og spesielt prioner til pasienter
som undergar behandling mot barnigshet, til nyfgdte unnfanget fra Assistert Repro-
duksjons Teknologi (ART) og til arbeidere innenfor disse arbeidsomrader, og som
spesielt angar anvendelse innen human ART.

BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

Konvensjonelle kommersielt tilgjengelige embryo dyrkningsmedier for humane
ART-prosedyrer inneholder human serum albumin (HSA) oppnadd fra humane blod-
og vevskilder. I enkelte laboratorier blir bovin serum albumin (BSA) ogsa brukt
som en kilde for protein i human embryo dyrkningsprosedyrer (Loutradis et al.,
1992; Quinn, 1994) pa liknende méte oppnaddd fra blod- og vevskilder fra kyr. Ef-
fektiviteten av medier inneholdende HSA og BSA ble rapportert 3 vaere like
(Staessen et al., 1998). Anvendelsen i kulturmedium av protein oppnadd fra do-
norer (humane eller bovine) har potensialet 3 overfgre sykdommer til pasienter
som undergdr assistert befruktningsbehandling. Dannelsen av levedyktige humane
embryoer et et kjemisk definert dyrkningssystem (uten tilsatt protein eller albumin
eller animalsk eller humant avledet proteinekstrakt) som starter fra oocytt-innsam-
ling, fulgt av seedvasking, inseminasjon, befruktning opp til spaltet embryo-stadium
og til slutt embryooverfgring har ikke blitt beskrevet, selv om kjemisk definerte
medier fra mus, kanin og primater har blitt rapportert i de senere ar (Spindle,
1995; Li et al., 1996; Schramm og Bavister, 1996). Tidligere krav pa et kjemisk
definert proteinfritt medium (PFM) for human anvendelse var faktisk ikke
fullstendig proteinfrie fordi seeden som var ment for befruktning fremdeles ble
fremstilt i medium som inneholdt serumproteiner (Mohr og Trounson, 1986; Serta
og Kiessling, 1997 (Sammendr.); Parinaud et al., 1999). Et fullstendig proteinfritt
medium for ART-prosedyrer har til na tidligere ikke blitt beskrevet..

Tilgjengeligheten av et kjemisk definert medium benyttet for dannelse av levedyk-
tige tidlig spaltningsstadium humane embryoer er gnsket innen faget for 8 sikre
sikkerheten av pasienter som undergar assistert reproduksjonsbehandling og som
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unngar anvendelsen av potensielt farlig donorprotein. Bekymring over mulig over-
fering av patogene sykdommer, spesielt virale sykdommer s som ervervet immun-
svikt sykdomssyndrom (AIDS) og hepatitt eller Creutzfeldt-Jacobs sykdom (CJID)
overfgrt av prioner eller andre i blodavledete produkter, har fort til at et antall sel-
skaper som tilbyr helseservice innen omradet ART over hele verden sgker alterna-
tive(r) for donorprotein for sine embryokulturer og hz‘-’mdteringsprosedyrer.

Overfgringen av en dgdelig viral sykdom (AIDS) til blgdere via blodavledete pro-
dukter er gost dokumentert (se for eksempel Craven et al., 1997, Med. Sci Law 37:
215-227; Keshavijee et al., 2001, Soc. Sci. Med. 53: 1081-1094; Weinberg et al.,
2002, Ann. Intern. Med. 136: 312-319; Evatt, 2006, Semin. Hematol. 43: S4-9).
Humant veksthormon ekstrahert fra hypofysen ble funnet & vaere i stand til 3 over-
fgre CID til mennesker (Esmonde et al., 1994) og injeksjoner av humant gonado-
tropin kunne ogsa overfgre CID fra person til person (CDC, 1985). CID kan bli
overfgrt via blod (selv om titeren av CID-prioner er lav i blod; Heye et al., 1994).
Tidligere inntraff en epidemi av hepatitt B i omkring 200 IVF-pasienter som mottok
embryoer dyrket i medium inneholdende sammensldtte sera smittet med hepatitt
B-virus (van Os et al., 1991). Nylig ble det vitenskapelige samfunn stilt overfor det
dilemma om 3 matte informere sine pasienter om at et kommersielt preparat av et
dyrkningsmedium benyttet for embryokultur og -handtering kunne vzere forurenset
med albumin gitt av en person som senere dgde av CID (Kenmann, 1998).

Det finnes et antall rapporter p3 utvikling av museblastocyster fra zygote og spal-
tede stadier i et proteinfritt medium. De tidligste rapporter innbefatter dem av
Brinster (1965) og Cholewa og Whitten (1970) som benyttet polyvinylpyrrolidon
(PVP) som er et kolloid av hgyere molekylvekt, som et smgremiddel og for 8 gke
viskositeten av mediet. Etterfgigende dette arbeidet har et antall andre arbeidere
med hell lykkes i & dyrke muse- s vel som andre pattedyrembryoer i proteinfrie
medier (Dandekar og Glass, 1990; Spindle, 1995; Li et al., 1996; Schramm and
Bavister, 1996). I nylige ar har i tillegg til PVP, polyvinylalkohol (PVA) (Bavister,
1995) ogsa blitt anvendt til 3 erstatte serumprotein i dyrkningsmedium. F.eks. un-
dersgkte Biggers et al. (1997) effekten av 3 erstatte bovin serum albumin (BSA)
med polyvinylalkohol (PVA) og/eller aminosyrer pd musezygotutvikling. De obser-
verte at PVA ikke kunne substitueres fullstendig med BSA i museembryodyrk-
ningsmediumet. Effekten av PVA p& hastighet av blastocystutvikling var bare litt
mindre enn med BSA, men hastigheten av partiell utklekking var signifikant mindre.
Substitusjon av BSA med PVA senket totalresponsen, men farte ikke til store per-

turbasjoner.
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I tillegg til dens mange biologiske roller, gir serumproteiner anvendelige fysiske
attributter slik som smgring og viskositet i dyrkningsmediet. @kt viskositet og smg-
ring i dyrkningsmediet er pdkrevd for § lette hdndtering og manipulasjon av emb-
ryoet og for a forhindre det fra 8 feste seg til veggene av dyrkningssklen og emb-
ryooverfgringskatetre. Inkorporeringen av PVP og PVA tjener hovedsakelig til 3
duplisere de fysiske attributtene av serumproteiner. Imidlertid er PVP og PVA ikke
kilder til fiksert nitrogen og de utviser ikke de ulike biologiske rollene til protein. I
tillegg har de teratologiske egenskapene av PVP og PVA ikke blitt fullstendige un-
dersgkt, hvilket gjgr deres anvendelse i human terapeutisk assistert reproduksjon
tvilsomme (Garnder og Lane, 1998a).

Noen forskere har forsgkt a8 genere levedyktige humane embryoer i et proteinfritt
dyrkningssystem, mest nylig Serta et al. (1997) og Parinaud et al. (1998a). Imid-
lertid framstilte Serta og medarbeidere (1997) deres spermatozoa for inseminasjon
nedsvgmming gjennom en kolonne av BSA (selv om etterfglgende dyrkning ble ut-
fort i et proteinfritt medium). Disse arbeideren oppnddde en graviditetsrate pd 31
% (n=45) hvorav noen har holdt frem til termin med fedsel av normalt avkom. Pa-
rinaud et al. (1998a) oppnadde befruktninger med spermatozoa fremstilt i et pro-
teinfritt medium ndr inseminasjon ble utfgrt i det samme mediet. Imidlertid ble de
resulterende zygottene dyrket i BM1-medium, og selv om denne referansen ikke
spesifiserte hvorvidt deres BM1-medium inneholdt protein, antok en tidligere publi-
kasjon fra samme gruppe at BM1-mediet inneholdt 1 % HSA (Parinaud et al.,
1998b).

Noen arbeidere har vist at erstatning av serumprotein med en enkelt antioksidant
og en chelator slik som EDTA (Mehta og Kiessling, 1990; Serta et al.,1997) ikke
svekker befruktning og spaltning av levedyktige embryoer i mus og menneske.
Imidlertid antydet Serta et. al. (1997) at embryooverfgringskateteret skal renses
grundig med det proteinfrie mediet, som antyder embryoenes tendenser til 3 feste
seg til den indre veggen av embryooverfgringskateter. Serumprotein har ogsd en
rolle i & opprettholde pH i dyrkningsmediet (Moessner et al., 1993). Ved siden av
dens rolle som naering i biologiske systemer, har protein et antall andre roller slik
som kjedebrytende antioksidant og en chelator for metallioner (Barber, 1961;
Vidlakova et al., 1972; Wayner et al., 1987).

De fysiologiske funksjonene av albumin- og plasmaproteiner generelt er godt doku-
menterte. Rollen til albumin i 8 forhindre membranperoksidering indikerer en di-
rekte rolle i membranstabilitet. Det er involvert i kapillarmembranpermeabilitet ogi
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osmoseregulering. Albumin tilveiebringer 80 % av det totale kolloidosmotiske tryk-
ket i plasma. Albumin er involvert i frakten av karbondioksid og virker som en pH-
buffer; albumin gjelder for den stgrste (95 %) delen av den ikke-bikarbonatbuffer-
verdien av plasma. Proteiner tjener ogsa som en kilde til energi. Deaminert alanin
er pyruvat, som enten kan bli omdannet til acetyl-CoA eller glukose og glykogen.
Albumin kan hjelpe 8 opplgseliggjere lipider og transportere hormoner, vitaminer
og metaller. Den tjener som reservoarer for frigigring og anvendelse av disse kom-
ponentene.

Ethvert forsgk pa 8 erstatte serumalbumin i dyrkningsmedium bgr derfor ta i be-
traktning disse in vivo rollene og fysiske attributtene som er anvendelige for emb-
ryohandtering og manipulering in vitro. En enkeltkomponent kan ikke utfylle alle

funksjonene av serumprotein.

Selv om proteinfritt medium som stgtter utvikling av et antall dyrearter har blitt
beskrevet tidligere, har ingen slike proteinfrie medier blitt anvendt i mennesker
med hell, og helier ikke kunne slikt medium antas 3 stgtte eller vaere optimalt for
menneskeembryoutvikling. S8ledes eksisterer det et distinkt behov for et definert,
proteinfritt vekstmedium szerlig tilpasset for humant ART og IVF.

BAKGRUNN FOR BESLEKTET TEKNIKK

Det er tidligere kjent formodentlige "proteinfrie” medium for & behandle og dyrke
pattedyrceller, szrlig celler fra gnagere (mus, rotter, marsvin, etc.) men ogsa for

befruktning, embryoutvikling og graviditet i mennesker for in vitro befruktning.

Caro et al. har beskrevet ett slikt “proteinfritt” medium for human anvendelse;
imidlertid var de ikke i stand til & overkomme behov for proteiner i spermafremstil-
lingsmedium fordi proteiner er krevd for & indusere istandsettelse av sperma uten
hvilken spermien ikke vil f4 kapasitet til 8 penetrere og/eller befrukte egget. S3le-
des er Caro og medarbeideres mediumsystem ikke fullstendig proteinfritt. Likeledes
har Serta et al. (1997;Sammendr.) og Parinaud et al. (1998a, Sammendr.; 1999)
0gsa beskrevet "proteinfritt” medium for human ART, men de, som Caro et al.
(1986) far dem har anvendt proteiner i det minste i ett trinn av deres dyrknings-
system.

A vaske sperma tidligere fremstilt med medium inneholdende tilsatte proteiner som
beskrevet i disse referansene fjerner ikke kontaminerende infeksjonsutlgsende
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midler med fullstendig sikkerhet, saerlig virus og prioner. I tillegg er dette ogsa
uheldig fordi det utsetter spermatozoaen til ungdvendig belastende vaskebetingel-
ser, og kan utgjgre urimelige krav til arbeidskraft og resurser.

"Proteinfrie” media for vekst av pattedyr- eller saerlig humane celler utenfor IVF-
konteksten har blitt beskrevet, inter alia i Kovar et al., 1987, Biotechnology Letters,
vol. 9 no. 4, 259-264 “Iron Compunds at high Concentrations Eable Hybridoma
Growth in a Protein-free Medium”; Keen, 1995, Cytotechnology, vol. 17: 193-202
"The culture of rat myeloma and rat hybridoma cells in a protein-free medium”;
Stoll et al., 1996, J. Biotechnology, vol. 45, p. 111-123 "Systematic inprovement of
a chemically-defined protein-free medium for hybridoma growth and monoclonal

' antibody production” Dette arbeidet er spesifikt beslektet til monoklonal antistoff-

produksjon og beskriver ikke tilpassing av slike medier for IVF- og ART-

anvendelser.

Andre publikasjoner som beskriver proteinfrie vekstmedia, men ikke tilpasset eller
egnet for menneskelige IVF-prosedyrer er: Zang et al., 1995, Biotechnology, vol.
13, s. 389-392, "Production of Recombinant Proteins in Chinese Hamster Ovary
CElls Using A Protein-Free Cell Culture Medium”; og internasjonal patentsgknad
publikasjonsnummer WO 2005/120576 A2.

SAMMENDRAG AV OPPFINNELSEN

Den foreliggende oppfinnelsen angdr nye proteinfrie embryodyrkningsmedieformu-
leringer for oppsamling av det menneskelige egg. (i. skyllemedium), hdndtering og
oppbevaring av spermatozoa (ii. Gamete h§ndteringsmedium) befruktning av det
humane egget (iii. Embryiodyrkningsmedium), Gamete- og embryohandtering (iv.
Gamete- og embryohéndteringsmedium) og sa vel som vekst av resulterende zy-
gote i dyrkning (v. Embryodyrkningsmedium) gjennom 1 til 2 spaltningssykluser for
human anvendelse i behandlingen og lindring av underfertilitet og infertilitet ved 3
anvende ART-prosedyrer. Den foreliggende oppfinnelsen inkluderer formuleringen
av en enkelmedium Igsning som kan erstatte og/eller anvendes som en erstat-
ning/medium for alle de ovenfor nevnte nye medielgsninger.

Det hovedsakelige proteinfrie medium ifglge oppfinnelsen er forskjellig fra det pro-
teinfrie medium (benevnt ART-7 og ART-7b serier) tidligere beskrevet av den

samme oppfinner (Alkaliekvivalent, 1997; Alkaliekvivalent et al., 2000). I tidligere
rapporter har oppfinneren beskrevet den systematiske undersgkelsen som farte til
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formuleringen av tre forlgpermedier, nemlig ART-1, ART-2 og ART-3. I den samme
rapporten har oppfinneren beskrevet hvordan de hovedsakelig proteinfrie mediese-
riene ART-7 og ART-7b ble utviklet fra ART-1-medium. Embryoene generert av ICSI
i de hovedsakelig proteinfrie ART-7 og ART-7b medieseriene ble med hell anvendt
for & behandle 11 av 21 (52,4 %) kvinner p& 39 &r eller lavere til 3 oppna kliniske
graviditeter. Formuleringen av ART-1, ART-7 og ART-7b medieserier har ikke blitt
beskrevet.

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer hovedsakelig proteinfrie medier som
har blitt formulert fra, men som er forskjellig fra, forlgper ART-3 medium. Utvik-
lingen av forlgper ART-3 medium har blitt beskrevet av oppfinneren (alkaliekviva-
lent, 1997; Ali et al., 2000).

I eksemplifiserende utfgrelsesformer av den foreliggende oppfinnelsen er en serie
av hovedsakelig proteinfrie medier spesifikt beskrevet, benevnt PFM-11 serien.
Disse medier har den spesifikke fordelen av & vaere av lik oppbygning og frie for
potensielle farlige ikke-uniforme biologiske komponenter som kan skade gametene
og embryoene, og som potensielt kunne overfgre dgdelige, for tiden kjente og hittil
ukjente sykdommer til pasienter som gjennomgar ART-behandling, babyene unn-
fanget gjennom slik behandling og helsearbeidere involvert i ART-behandlingspro-
sedyrer, s vel som & etterkomme rigorgse nye normer og reguleringer som styrer

in-vitro befruktningsteknikker og fremgangsmater.

Den fullstendig definerte naturen av hovedsakelig proteinfrie medieformuleringer i
henhold til den foreliggende oppfinnelsen er ogs8 anvendelige i & forenkle forskning
inn i pre-implanterings embryometabolisme som tidligere ble hindret grunnet den
udefinerte naturen og ikke-uniforme sammensetningen av datidens tilgjengelige
embryodyrkningsmedieformuleringer. Kvaliteten av dag 2 humane embryoer ge-
nerert i disse hovedsakelig proteinfrie medier (PFM) serier ved & anvende den sam-
menhengende ultramikrodrdpe (cUMD) dyrkningsteknikken var statistisk sammen-
lignbar med eller bedre enn embryoer som utviklet seg i kontrollkommersielle me-
dieformuleringer inneholdende serumproteiner. PFM-media var ikke toksisk for
menneskelig spermatozoa. Befruktning og etterfalgende utvikling av menneskelige
embryoer ved konvensjonell IVF og Intra-Cytoplasmisk spermainjeksjon (ICSI) var

sammenlignbare med kontroller.

De hovedsakelige proteinfrie medier av denne oppfinnelsen er ogsa egnet for an-

vendelse i hovedsakelig proteinfri menneskelig embryodyrkning og handteringsme-
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dier og vil forsikre at proteinbundne sykdommer ikke overfgres til pasienter og ny-
fedte. De hovedsakelig proteinfrie medier ifglge oppfinnelsen kan oppbevares
frosne ved -20 °C i opp til 2 ar uten 3 miste effektivitet.

Den foreliggende oppfinnelsen har med hell overkommet behovet for tilsatte donor-
proteiner i dyrkningssystemet og tilveiebringer et hovedsakelig proteinfritt medie-
system for menneskelig ART-applikasjon som benytter hovedsakelig proteinfrie
medieprodukter som starter fra eggoppsamling, spermafremstilling, inseminasjon,
befruktning, dyrkning av resulterende embryo og embryooverfgring. Dette trekket
skiller fordelaktig medier av denne oppfinnelsen fra tidligere beskrevne "proteinfrie”
dyrkningssystemer, som benyttet proteininneholdende medieprodukter ved et
punkt under prosedyren og ble s8ledes ikke fullstendig proteinfritt. Som en konse-
kvens, kan disse tidligere kulturmedier vaere kontaminerte med smittsomme midler
og kan mgte mulige reguleringsrestriksjoner. Forholdende, foretrukne mengder og
spesielle spesifikasjoner av de ulike komponentene av den foreliggende oppfinnel-

sen er fremsatt heri.

Den foreliggende oppfinnelsen er produkter av studier av effekten, toleranse og be-
stemmelsen av optimal nivaer av individuelle komponenter slik som aminosyrer,
antioksidanter og chelatorer, osmolytter, vitaminer og vekselenergikilder som til
dels kan substituere de ulike rollene til protein in vivo og in vitro og som eksempli-
fiserer funksjonene av proteiner i ulike proteinfrie h&ndteringsmedia (f.eks.
sperma- og ocytthandteringsmedium, og ICSI-medium) og
embryodyrkningsmedium av denne oppfinnelsen som er frie for
donorserumproteiner. De optimale konsentrasjonene av de nevnte komponentene
ble benyttet til 8 formulere et antall av embryodyrkningsmedier. Etterfglgende ble
de beste av disse medier som viste optimal embryoutvikling og signifikant hgyere
blastocystutklekningsrate identifisert og ytterligere raffinert for & stgtte human
embryoutvikling i fraveeret av tilsatte serumproteiner. De hovedsakelige proteinfrie
medier ifglge oppfinnelsen er i stand til 8 stgtte befruktning av humane oocytter
med spermatozoa fremstilt i det samme mediet. De resulterende zygotene utviklet
seg etterfplgende i det hovedsakelig proteinfrie mediet for @ danne levedyktige
tidlig spaltestadium humane embryoer. Overfgringen av disse embryoene fgrte til

normale graviditeter og levende fadsler.

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer sdledes medier som angitt i krav 1 og
som er anvendelige gjennom IVF/ART-prosedyrene (eggoppsamling, spermafrem-
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stilling, inseminering, befruktning, dyrkning av resulterende embryo og embryo-
overfgring) og som overkommer behovet for tilsatte proteiner i dyrkningssystemet.

DETALJERT BESKRIVELSE AV ENKELTE UTFORELSESFORMER AV
OPPFINNELSEN

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer en serie av neeringslgsninger typisk
referert til som embryohandtering og -dyrkningsmedier, som er fritt for ethvert
protein eller proteinlignende komponenter. Disse medier er anvendelige i befrukt-
ningen av humane egg og den etterfglgende utviklingen av befruktede egg i opp til
2 til 6 dager utenfor kroppen in vitro. Disse naeringslgsningene kalles “embryodyrk-
ningsmedier”,

I tillegg til IVF og ART, inkluderer andre metodologier og teknikker hvor det ville
veere fordelaktig 8 anvende hovedsakelig proteinfrie naeringsvekstmedier stamcel-
leteknolog og behandling, celle/vevs-regenerering og transplantasjonsbehandlings-
prosedyrer. Fagpersonen vil forstd hvordan & tilpasse medier fremsatt heri for slik
bruk.

Som beskrevet i ytterligere detalj nedenfor, gkte anvendelsen av de hovedsakelige
proteinfrie medier av denne oppfinnelsen for human gameter og embryoer effekti-
viteten av IVF og ART. For eksempel er den kliniske graviditetsraten oppnadd ved 3
anvende konvensjonell IVF med hovedsakelig proteinfrie (PFM-11) medier gkt til 50
% (14 av 28) i alle aldersgrupper og opp til 53,8 % (14 av'26) i kvinner under 40
ar; ndr sammenlignet med for tiden tilgjengelige embryomedier som inneholder
proteiner (33 % graviditeter for alle aldersgrupper kombinert; beskrevet i: Ali,
2004). Den ICSI kliniske graviditetsraten med hovedsakelig proteinfrie medier av
denne oppfinnelsen er likeledes gkt til 46,2 % (12 av 26) i alle aldersgrupper og
opp til 54,5 % (12 av 22) i kvinner under 40 ar. Denne forskjellen er statistisk sig-
nifikant med hensyn til de foreliggende hovedsakelig proteinfrie medier, noe som
indikerer at de hovedsakelig proteinfrie medier av denne oppfinnelsen i det minste
er ekvivalent til (og kan bli sett som overlegen ovenfor) for tiden tilgjengelige
kommersielle proteininneholdende medium som for tiden er tilgjengelig p8 marke-
det. Antallet babyer fgdt fra embryoer generert i PEM-11 media ved konvensjonell
IVF var 12 og ved ICSI, 12. Babyene fgdt fra embryoer generert i PFM-11 ifglge
oppfinnelsen er tilsynelatende normale, intelligente, snakkesalige og aktive (i hen-
hold til foreldrerapportering). Disse statistiske data ble produsert fra en prove pa i
det minste 24 barn av slike fgdsler.
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Som anvendt heri er uttrykket “proteinfri”, “essensielt proteinfri” og "hovedsakelig
proteinfri” tenkt & bety at mediet ble fremstilt ved & anvende ikke-proteininnehol-
dende komponenter (som beskrevet i ytterligere detalj heri) og at ingen protein

eller proteininneholdende komponenter ble tilsatt mediet.

Eksempelvise utfgrelsesformer av den foreliggende oppfinnelsen inkluderer en serie
av hovedsakelig proteinfrie media benevnt PFM-11 serien. Disse medieseriene har
et spekter av spesifikke medieprodukter, nemlig:

1. Hovedsakelig proteinfritt skyllemedium

2. Hovedsakelig proteinfritt gamete- (sperma) handteringsmedium

3. Hovedsakelig proteinfritt gamete (oocytt/embryo) handteringsmedium
4, Hovedsakelig proteinfritt embryodyrkningsmedium

Disse medier anvendes i henhold til fremgangsmatene fremsatt nedenfor, som er
ment 4 illustrere anvendelsen av disse medier blant annet i IVF eller ART-frem-
gangsmater kjent for fagpersonen. For 8 utvikle mediet ifglge oppfinnelsen i ekspe-
rimenter som fremsatt heri, ble hver prosedyre utfgrt parallelt ved & anvende kon-
vensjonelle proteininnholdende medier og eksempelvise PFM ifglge oppfinnelsen.

Human Spermatozoafremstilling

Mannlige pasienter donerte human sad ved masturbering. Spermatozoa ble frem-
stilt ved standard oppsvgmmingsteknikk og tidvis med tetthetsgradientsentrifuge-
ring. I tetthetsgradientprosedyren ble de oppsamlede pelletene vasket to ganger og
resuspendert i dyrkningsmedium. Spermatozoafremstillinger ble gjort ved 8 an-
vende test- eller kontrollmedium som passende. Spesifikt ble spermatozoa for ICSI
eller IVF fremstilt i det hovedsakelige proteinfrie (PFM-11) mediet for eksperimen-
tene pa effekten av proteinmangel pd embryoutvikling. De hgstede spermatozoa ble
inkubert under gassfase pa 5 % CO, i luft ved 37 °C frem til bruk.

Eggstokksimulering og oosyttoppsamling

Eggstokksimulering ble indusert ved subkutane injeksjoner av gonadotropin-frigjg-
rende hormonagonist (Buserelin; Suprefact; Hoescht, Frankfurt, Tyskland) som
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startet i midt-luteinfasen til menstruasjon eller nedregulering ble oppnddd. Nedre-
gulering ble betraktet & ha blitt oppn@dd ndr endometriell tykkelse var 4 mm eller
mindre, og nar blodestradiol-, progesteron- og LH-nivder nddde grunnlinjeverdier.
Injeksjoner av follikkelstimulerende hormon (FSH;Metrodin; Serono, Roma, Italia)
ble administrert i tre dager for & igangsette rekruttering av follikler. Deretter ble
menneskelig overgangsaldergonadotropin (Pergonal 500; Serono, Roma, Italia)
administrert i samsvar med responsen til pasienten for & stimulere follikulzer utvik-
ling. Ovulering ble indusert ved en injeksjon av en 10 000 IU av human korionisk
gonadotropin (hCG; Pergnyl; Organon, Oss, Nederland) etter & oppna follikulaer
stgrrelse pa 16 mm eller mer. Oocyttoppsamling (OR) ble utfgrt 36 timer etter ved
ultralydveiledet vaginal aspirasjon.

Inseminerings- og dyrkningsteknikker

In vitro fertilisering (IVF)

Oocytter ble individuelt inseminert med motile spermatozoa i mikrodrdper av ekvi-
librert dyrkningsmedium ved en konsentrasjon pd 100000/ml under ekvilibrert og
embryotestet mineralolje (M8410, Sigma Chemicals, og USA). De inseminerte o0o-
cytten ble dyrket i en atmosfaere pa 5 % CO, i luft ved 37 °C. Den folgende morge-
nen ble oocyttene blottlagt med blottleggingspipetter (Stripper®, MidAtlantic
Diagnostics, USA).

Intracytoplasmisk spermainjeksjon

I en alternativ fremgangsmate (anvendt f.eks. for 8 overkomme human hann-
kjgnnsfaktor subfertilitet) ble ICSI utfgrt. Oocytter ble fremstilt for ICSI ved ekspo-
nering for hyaluronidaselgsning i 30 sekunder (80 IU/ml; Cat. No. 10110010, Medi-
Cult A/S, Lersg Parkalle 42, 2100 Kgbenhavn, Danmark) og deretter overfgrt inn i
ekvilibrert Medi-Cult™ eller hovedsakelig proteinfrie medier ifglge oppfinnelsen. Hu-
mane oocytter ble inkubert i 5-7 minutter i dyrkningsmediet under gassfase pa 5 %
CO; i luft ved 37 °C og deretter blottlagt med en blottleggingspipette (ART No.
1670, International Medical Products BV, Zutphen, Nederland). De blottlagte hu-
mane oocyttene ble vasket og til slutt inkubert i dyrkningsmedium i ytterligere 30-
60 minutter.

Kommersielt tilgjengelig ICSI-pipetter ble anvendt for mikromanipulering (Injction
Needles, Cat No. 130340B; Holding pipette, Cat No. 13030013; Laboratoire CCD,
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60 Rue Pierre Charron, 75008 Paris, Frankrike eller Injection needle, Cat. No. 10-
MIC; holding pipette, Cat. No. 10-MPH-120; Humagen, Carlottesville, Virginia
22911, USA.) En 5 pl ultra mikrodrdpe av PVP (Cat No. 1089001, Medi-Cult A/S,
Danmark) ble tynt spredt i sentrum av en petriskal (Cat No. 1006, Falcon Plastics,
Becton Dickinson, Rutherford, New Jersey, 07070, USA). PVP-spredningen ble om-
ringet av opp til et maksimum p8 fem 10 pl mikrodraper av HEPES-buffret IVF me-
dium (Gamete.1009 Scandinavian IVF Sciences AB, Géteborg, Sverige). Mikrodra-
pene ble overlagt med ekvilibrert og embryotestet mineralolje (M8410, Sigma
Chemicals, USA). Spermafremstilling (1 til 2 pl) ble introdusert i sentrum av PVP-
spredningen. ICSI av modne oocytter ble utfgrt konvensjonelt (f.eks. som fremsatt
i Palermo et al., 1992).

Ultramikrodr8pedyrkning

Ultramikrodraper (UMD; 1,5 til 2 ul for dyrkning av 3 til 7 menneskelige embryoer)
av dyrkningsmedium ble laget i en 4-brgnnsskal pa forhand fylt med ekvilibrert mi-
neralolje. Skalene ble inkubert under gassfase pa 5 % CO, i luft ved 37 °C. Medium
ble skiftet daglig (UMD-teknikk) med en fin uttrekker Pasteur-pipette ved 8 an-
vende ekvilibrert dyrkningsmedium i innledende eksperimenter, men ikke endret

(cUMD; eller sammenhengende UMD) til dag 3 av dyrkning i senere eksperimenter.
Bestemmelse av befruktning

Befruktning ble bestemt 18 timer til 20 timer etter ICSI eller IVF. Oocyttene ble
betraktet befruktet nar to distinkte prokjerner var synlige. Befruktede oocytter ble
dyrket i mikrodrdper eller ultramikrodraper av ekvilibrert medium i en atmosfaere
pd 5 % CO, i luft ved 37 °C. Spaltning og embryokvalitet ble vurdert etter 24 timer.

Zygoteinnfangningsrate

Denne parameteren ble brukt for 8 bestemme hvorvidt dyrkningsmediet i henhold
til den foreliggende oppfinnelsen forarsaker utviklingsblokker pa 1-cellestadiet. Ef-
fektiviteten av mediet kan bestemmes ved & anvende denne undersgkelsen. Hgyere
proporsjon av utviklingsblokker pa 1-cellestadiet vil antyde at mediet er mangeilfulit
eller mindre virkningsfullt.

Bestemmelse v dag 2 spaltet embryokvalitet



10

15

20

25

30

12

To parametre ble anvendt for a bestemme embryokvaliteten av dag 2 embryoer,
nemlig.: den gjennomsnittlige blastomerverdien og den gjennomsnittlige embryo-
graden. Disse ble bestemt som fglger:

(i) Gjennomsnittlig blastomerverdi = Totalt antall blastomerer

Totalt antall embryoer

(ii) Gjennomsnittlig embryograd = Total av.embryograder
Totalt antall embryoer

Siden de fleste friske dag-2-humane embryoer generelt ndr frem til 4-cellestadiet,
ble en gjennomsnittlig blastomerverdi 4 og over (i omradet av 2 til 6) betraktet
som utmerket. Embryoene ble gradert i henhold til en skala fra 1 til 4, hvor num-
meret 1 betegnet darlig kvalitet og 4, utmerket kvalitet. Embryoer ble gradert kol-
lektivt av et minimum pa tre (men foretrukket fire) laboratoriepersonale. 1 tillegg
inkluderte to andre parametre 3 fastlegge forskjeller i utviklingsrate av spaltesta-
dium embryoer. Disse var: (i) proporsjonen av embryoer pa eller over 4-cellesta-
diet og (ii) proporsjonen av embryoer som var grad 3 og over, pa dag 2 av dyrk-

ning i humane studer.
Medieformulering

Formuleringen av et eksempelvis i hovedsak proteinfritt medium ifglge oppfinnelsen
beskrevet heri var som fgiger. Albumin er kjent 8 vaere kilde for fiksert nitrogen og
naeringsstoffer, antioksidant, og ogsa & ha et antall av andre roller inkludert
membranstabilisering. Saledes erstattet det hovedsakelige proteinfrie mediet ifglge
oppfinnelsen albumin med andre mediekomponenter som utviser, individuelt eller
kollektivt, funksjonen av albumin i dyrkning. Individuelle embryodyrkningsmedium-
komponenter anvendt for disse formalene inkluderer aminosyrer (inkludert alanin,
asparagin, aspartat, cystin, glutamat, glutamin, glycin, histidin, isoluecin, leucin,
lysin, metionin, fenylalanin, aurin, tereonin, tryptofan, tyrosin, valin, serin), antiok-
sidanter og chelatorer (f.eks., EDTA, redusert glutation, tocoferol), vekselenergikil-
der (slik som fruktose, glutamin, natriumpyruvat), osmolytter (inkludert mannitol
og myoinosito), vitaminer (askorbinsyre, cyanokobalamin, folinsyre, tokoferol, etc.)

og elementaert jern.

Konsentrasjonen av individuelle komponenter som stgttet den hgyeste blasto-
cystutviklingen, ble betraktet som optimal for tre medier for dem som ble formulert

20914/0
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(ART-1, ART-2, og ART-3) i utviklingen av den foreliggende oppfinnelsen. Oppfin-
neren har tidligere beskrevet de ulike eksperimentene igangsatt for 8 formulere de
hovedsakelig proteinfrie medier ART-7 og ART7b-serier fra dyrkningsmedium ART1
(Ali, 1997; Ali et al., 2000).

De endelige formuleringene for de ulike medieprodukter av PFM-11 serien er gitt i
tabeller som fremsatt nedenfor. Konsentrasjonene av HEPES og bikarbonat i disse

mediefremstillingene varierer, som fremsatt heri.

De hovedsakelig proteinfrie medier ifglge oppfinnelsen omfatter mineralsalter, ami-
nosyrer, antioksidanter, antibiotika, energikomponenter og bufferkomponenter
(HEPES og bikarbonat for inkubering under CO,-supplementerte betingelser) som er
tilsvarende til, men ikke distinkte i sine saertrekk fra kommersielt tilgjengelige,
proteininneholdende medier. De hovedsakelig proteinfrie medier ifglge oppfinnelsen
omfatter unikt en makromolekylaertype (metylcellulose) og en eventuelt umetaboli-

sert sukkeralkohol (D-mannitol) i tillegg til de gvrige komponenter nevnt i krav 1.

Makromolekylet omfattende de hovedsakelige proteinfrie medier ifglge oppfinnelsen

har den fglgende formelen I:

I formelen av metylcellulose ovenfor kan R enten vare H eller CHs, n er et heltall
mellom 34 og 43 og forbindelsen har en metoksysubstitusjon mellom 27,5-31,5
vekt% . Grad av substitusjon (D.S., gjennomsnittlig antall av CH; substituentgrup-
per festet til ringhydroksyler) er foretrukket 1,5-1,9. Dette spennet gir maksimum
vannopplgselighet. Lavere metoksysubstitusjon resulterer i hgyere opplgselighet i
vann. Tallet "n” betegner nivdet av polymerisering, og korresponderer optimalt til
en molekylvekt pa 14000 Dalton som relaterer seg til en omtrentlig viskositetsin-
deks p& 15 cPS for en 2 % Igsning i vann ved 20 °C (metylcellulose som har disse
spesifikasjonene er kommersielt tilgjengelig fra Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA; www.sigmaaldrich.com). Spennet av disse komponentene i PFM er 0,01 til

0,15 g per liter og det mest foretrukne spennet er 0,09 til 0,1 g/I. Den optimale

konsentrasjonen er 0,1 g/I.
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Metylcellulose kan virke som en antioksidant og osmolytt, den er ikke-toksisk, en-
zymresistent og ikke cellepermeabel (Stewart et al., 1995). Det hjelper til med 3
beskytte gametes og embryoer mot miljgskader, saerlig angrep av frie radikaler og
osmotiske trykkendringer. Den beskytter cellemembranen fra skade og hjelper 8
opprettholde homeostase. Den er ogsa en surfaktant og smgremiddel. Den bidrar til
gkt viskositet av mediet, slik at gametes og embryoer ikke fester seq til sidene av
skaler og pa innsiden av pipetter og katetre. Disse typiske kjennetegnene etter-
spgrres i fravaeret av serumproteiner som vanligvis utfgrer disse funksjonene.
Denne substansen er inert og sikker for human anvendelse.

Metylcellulose har blitt anvendt andre steder i human farmasgytisk- og matindustri i
mer enn 25 ar uten noen bivirkninger i menneske- eller dyrestudier. FAO/WHO og
EU-direktiver tillater konsumpsjon av metylcellulose, og det har blitt anvendt som

en negativ kontroll i kreftforskning idet den er kjent 8 vaere ikke-karsinogenetisk.

Metylcellulose brukes ogsd som fortykningsmiddel og emuléeringsmiddel i mange
ulike mat- og kosmetikkprodukter, har medisinske anvendelser, slik som for be-
handling av forstoppelse. Den er ikke fordgybar, ikke-toksisk og ikke allergifrem-
kallende. Dens farmakologiske/kliniske anvendelser er som eksipienter og et bae-
rermateriale. Den anvendes i gyedraper, som bulkmiddel og lakserende middel,
anvendt for diaré i funksjonell tarmsykdom, for & kontrolle ileostomiutgang og som
absorbent av toksiske substanser som forarsaker diaré. Den er ogsa en antioksi-
dant.

De hovedsakelig proteinfrie medier ifglge oppfinnelsen kan omfatte D-mannitol.
Denne forbindelsen absorberes darlig og utskilles nesten uendret i urin. Som en
antioksidant og en osmolytt kan denne substansen beskytte embryoet fra skadelige
miljgeffekter. Den kan sdledes videre delvis erstatte serumproteiner for 8 beskytte
embryoene mot uheldige forhold. Det er av interesse a notere seg at D-mannitol
utviser en positiv effekt pa museblastocystutvikling in vitro selv i naervaer av pro-

tein i mediet.

I de eksempelvise hovedsakelige proteinfrie media i henhold til denne oppfinnelsen
(PFM-11), er D-mannitol til stede i en foretrukket konsentrasjon pa 500 pg per liter
(den mest foretrukne konsentrasjonen) og som ligger innen omradet 10 til 1250 pg
per liter. Det mer foretrukne spekteret er 250 til 1000 ug per liter; enda mer fore-
trukket innen omradet 450 til 550 ug per liter. Den mest foretrukne konsentrasjo-

nen er 500 ug per liter.
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Den empiriske formelen av D-mannitol er C¢H1406 0g har den strukturelle formelen:

_OH
HO wedeH
HO——H
H——OH
H——OH
“OH

D-mannitol er et tilstetningsstoff i mat, brukt i kaker, konfekt og sgtsaker; siden
det er sgtere enn sukkrose betraktes det som et alternativt sgtningsstoff for diabe-
tikere. Det er osmolytt og antioksidant. Det har blitt anvendt i hgye konsentrasjo-
ner for 8 behandle akutt slag i over 30 8r. Hypermolare konsentrasjoner av denne
forbindelsen anvendes til 8 behandle alvorlig hjerneskade og forhgyer intrakranialt
trykk. Det er et diuretisk middel og anvendes for dioresis i tilfeller av forgiftning,
eller for & male ekstracelluleer vaeskemengde. Den har ogs3 lakserende effekter i
pattedyr inkludert menneske. Ingen uheldige effekter i menneske har blitt rappor-
tert som et resultat av klinisk anvendelse av D-mannitol som et terapeutisk middel.
Det er ogsa ikke-cytotoksisk og ikke-mutagenisk i mange arter. D-mannitol absor-
beres darlig og utskilles (Milde, 1965; Widdowson og Dickerson, 1965). Inklusjonen
av denne substansen i dyrkningsmedium gkte blastocystutvikling i mus selv i neer-
veeret av serumproteiner, som antar en positiv rolle i embryodyrkning som en anti-
oksidant og osmolytt (Ali, upubliserte observasjoner). Dets anvendelse er tillatt av
FDA og EU, og FAO/WHO har konkludert med at det er trygt for mennesker & innta.

I Igsningene og formuleringen ifglge oppfinnelsen er D-manntiol av formel II er til
stede i en konsentrasjon pa fra omtrent 10 mikromolar til omtrent 1250 mikromo-
lar. Det mer foretrukne spekteret er 250 til 1000 pg per liter. Den mest foretrukne

konsentrasjonen er omtrent 500 ug per liter.

Fagpersonen vil forsta at rollen til serumproteiner er mange, og i dets fravaer, kan
en eller to komponenter i seg selv ikke alene tilveiebringe en komplett erstatning
for proteiner i mediet. S8ledes vil fagpersonen forst8 at oppfinnelsen ikke tilveie-
bringer medier supplementert med metylicellulose og eventuelt D-mannitol alene,
men heller tilveiebringer medier som i tillegg omfatter en kompleks blanding av
tilleggskomponenter som angitt i krav 1, fortrinnsvis i optimale konsentrasjoner, og
den selektive eksklusjonen av vanlig anvendte mediekomponenter som har bevist 8

P91l /70
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veere en bestemmende faktor i forhold til embryoer i dyrkning. Noen av disse inklu-

derer:

(i) unike konsentrasjoner av to aminosyrer (L-Taurin og L-glutamin) som er
hovedtilfgrselen av naering og osmotisk balanse. Disse aminosyrene er tilveiebrakt
ved konsentrasjoner innen omradet av 1 mM til 30 mM L-taurin og 1mM til 50 mM
L-glutamin, mer foretrukket 10mM til 30mM L-taurine og 10 mM til 30 mM L-gluta-
min og mest foretrukket 20 mM hver av L-taurin og L-glutamin.

(ii) som energikilder enhver eller et antall av forbindelser (inkludert D-glukose,
fruktose, eller pyruvat) som er mindre trolig & forarsake utviklingsblokkeringer i
humane embryoer. Optimale konsentrasjoner av fruktose er fra omtrent 0,5 mM til
6,0 mM fruktose, med en mer foretrukket konsentrasjon fra omtrent 1 mM til 5,6
mM og mest foretrukket en konsentrasjon pa omtrent 5,1 mM. De optimale kon-
sentrasjonene av de gjenvaerende to energikildene er gitt andre steder i dokumen-
tet.

(iii)  de fglgende konsentrasjonene av enkelte aminosyrer:
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Navn Optimalt Foretrukket Mest
spekter spekter (mM) foretrukket
K . konsentrasjon
onsentrasjon (mM)
i PFM (mM)

L-alanin 0,1-10 0,45-0,55 0,5
L-arginin 0,072-0,2 0,072-0,145 0,072
L-cystin.2HCI 0,01-0,1 0,01-0,02 0,01

L-glutamat 0,01-1,0 0,45-0,55 0,5
L-glycin 0,1-1,0 0,2-0,3 0,25
L-histidin 0,02-0,2 0,02-0,04 0,02

HCL.H,0
L-isoleucin 0,04-0,4 0,04-0,08 0,04
L-leucin 0,04-0,4 0,04-0,08 0,04
L-lysin HCI 0,05-0,5 0,05-0,1 0,05
L-metionin 0,01-0,1 0,01-0,02 0,01
L-fenylalanin 0,02-0,2 0,02-0,04 0,02
L-treonin 0,04-0,4 0,04-0,08 0,04
L-tryptofan 0,005-0,05 0,005-0,01 0,005
L- 0,02-0,2 0,02-0,04 0,02
tyrosin.2NayH,0

L-valin 0,04-0,4 0,04-0,08 0,04

(iv) de fglgende konsentrasjoner av vannigselige vitaminer:

2314/0
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Navn Optimalt spekter Foretrukket Mest foretrukket
(mM) spekterkonsentra- konsentrasjon

sjon (mM) (mM)

Kolinklorid 0,004-0,007 0,004-0,005 0,004
D-Biotin 0,0024-0,004 0,0024-0,003 0,0024
Folinsyre 0,0014-0,0023 0,0014-0,0016 0,0014
Myoinositol 0,0067-0,011 0,0067-0,0078 0,0067
Niacinamid 0,005-0,008 0,005-0,0057 0,005
D-pantotenisk 0,025-0,004 0,0025-0,003 0,0025

syre. V2 CA.

Pyridoksin HCI 0,003-0,005 0,003-0,0034 0,003
Riboflavin 0,00016-0,00027 | 0,00016-0,00019 0,00016
Tiamin HCI 0,0018-0,003 0,0018-0,002 0,0018

Spekteret for vitamin B12 er som falger:

Navn Optimal Foretrukket Mest foretrukket
spekterkonsentra- spekter (pM) konsentrasjon
sjon i PFM (pM) (pM)
Vitamin B12 443-885 590-738 616

(v) vitamin E (Vitamin E type 6, Sigma Chemical Co.) ved en konsentrasjon pa

fra 5 mikromolar til 20 mikromolar, mer foretrukket 8 mikromolar til 12 mikromo-

lar, enda mer foretrukket 10 mikromolar.

Medier ifglge oppfinnelsen innbefatter helst ikke:

(vi) L-asparagin, L-aspartat og L-serin som kan vaere en bestemmende faktor for

utviklingen av zygotter og tidlig spaltningsstadium embryoer eller

(vii) elementzerjern, som kan veere en bestemmende faktor for embryoutvikling.

Medier ifglge oppfinnelsen kan videre foretrukket innbefatte:

(viii) redusert glutaion (GSH) ved en konsentrasjon pa 60 mikromolar til 500 mik-

romolar, og mer foretrukket 25 mikromolar til 350 mikromolar, og selv mer fore-

trukket 300 mikromolar.

2314/0



Andre forbindelser

I utfgrelsesformer av medier ifglge oppfinnelsen kan fglgende komponenter fore-

ligge i endelig lgsning:

Beskrivelse Spekter Foretrukket Mest foretrukket
spekter konsentrasjon
D-glukose 0,75-1,0 0,75-0,90 0,78 g/l
Natriumklorid 6,12-6,95 6,12-6,19 6,171 g/l
Kaliumklorid 0,35-0,4 0,35-0,36 0,355 g/I
Kalsiumklorid- 0,23-0,27 0,23-0,24 0,235 g/l
Magnesiumsulfat 0,086-0,098 0,086-0,087 0,087 g/!
Natriumdihydrogen- 0,107-0,122 0,107-0,109 0,108 g/I
fosfat
EDTA, Natrium 0,0416-0,043 0,0416-0,042 0,0418 g/I
Natriumbikarbonat* 2,1 2,1 2,1qg/l
Natriumlaktat, 60 1,9 1,9 1,9 g/l
% sirup
Fenol rgd 0,011 0,011 0,011 g/l
*Natriumbikarbonat
I befruktning og 2,1 2,1 2,1 g/l
dyrkningsmedier
I gamete 1,2 1,2 1,2 g/l
handteringsmedier
I skyllemedia 0,336 0,336 0,336 g/l
**HEPES
I befruktnings og 0mM
embryo
dyrkningsmedier
I gamete 15 mM
handteringsmedier
I skyllemedier 25 mM

PFM-11 medieserier fremsatt heri avviker fra konvensjonelle

embryodyrkningmedier i det minste i de fglgende aspektene:

331476
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1. Fraveer av donorserumproteiner i mediene eliminerer mulighet for sykdoms-
overfgring, noe som gjgr PFM-11 medieserier i henhold til den foreliggende oppfin-

nelse ufarlige.
2. Tilstedevaerelsen av metylcellulose og eventuelt D-mannitol.

3. Endringer i sammensetninger av medier med tanke pa arter og
konsentrasjoner av aminosyrer, antioksidanter, vitaminer, energikilder og

mineralsalter, alle optimale for embryodyrkning.

Blant fordelene med medier i henhold til oppfinnelsen er redusert risiko for pasien-
ter/helsearbeidere. De hovedsakelig proteinfrie medier i henhold til oppfinnelsen er
ogsa fordelaktige fordi de reduserer risiko for pasienter, deres babyer og helsear-
beidere som eksponeres for medier. Selv om enkelte risikoer er tilbake er disse sma
sammenlignet med smittefaren som blir unngatt ved & anvende de hovedsakelig
proteinfrie medier i henhold til oppfinnelsen. Disse risikoene inkluderer allergier mot
komponenter som er anvendt. Sjansen for at dette skal inntreffe er likevel svaert
liten, idet ingrediensene med unntak av antibiotika stort sett er inerte og ikke-
reaktive. Alle ingredienser er i sma konsentrasjoner og er ikke trolige & utlgse aller-

gisk reaksjon.

Klinisk prosess

En klinisk prosess ble godkjent for overfgring av embryoer generert i de endelige
formuleringene av PFM-11 medieseriene. Den kliniske prosessen undersgkte ogsa
forskjellen i effektivitet for PFM-11 medieseriene nar befruktning ble utfgrt enten
ved konvensjonell IVF og ICSI.

Statistisk analyse

Statistiske sammenligninger ble utfgrt med 2-prgvers t-test eller to ganger to ta-
beller. En verdi pa p<0,05 eller mindre ble betraktet som statistisk signifikant.

RESULTATER
Dyrkningskarakteristikker av humane sgsken oocytter nar de insemineres

ved konvensjonell IVF i PFM-11 proteinfritt medium og MediCult™ Embryo
dyrkningsmedier.
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Befruktningsraten av sgskenoocytter etter konvensjonell IVF var lik i kontroll Medi-
Cult™ og PFM-11 media (Tabell A). En hgyere andel av zygoter ble fanget i kontroll
MediCult™ medium (8,1 %) sammenlignet med (2,2 %) PFM, men dette var ikke
statistisk signifikant. Kvaliteten av spaltede dag 2 humane cIVF sgskenembryoer
generert i PFM-11 i ultramikropletdyrkning var signifikant overlegen med tanke p&
blastomerantall og grad sammenlignet med de generert i kontrolimediet. I PFM-11
mediet var det gjennomsnittlige blastomerantallet 3,4 og den gjennomsnittlige
embryograden var 3,1 (n=116). I kontrollmediet (MediCult™) var det gjennom-
snittlige blastomermediet likt (p=0,865) ved 3,4 og gjennomsnittlige embryograd
var signifikant lavere (p= 0,001) ved 2,7 (n=118). Andelen av embryoer som
hadde oppnddd = 4-trinn var lik i begge grupper, men andelen av embryoer som
var over grad = 3 var signifikant i den PFM-11 proteinfrie gruppen.

Tabell A: Kvalitet pd dag 2 humane sgskenembryoer generert ved konvensjonell
IVF i proteinfritt PFM-11 medium

Medium Fertil % | Oppfanget | Blastomerantall Grad % = 4 % =
ved 1- Gjennomsnitt | Gjennom- celler 3
cellesta- . Grad
dium % (1 sD) snitt
(1 sSD)
PFM-11 85,3 2,2 3,4 58,4 58,4 74,3
(-protein) | (116/136) (1,0)
Medi-Cuit 79,2 8,1 3,4 56,2 56,2 58,1
(+ (118/149) (1,0)
protein)
Signifikans | P=0,235 P=0,052 P=0,865 P=0,001 | P=0,847 | P=
0,017

[Embryograd: 4= utmerket; 3 = god; 2 = ok, 1= darlig]; Kontrollembryoer gene-
rert ved ICSI eller IVF; Blast = Blastomer; Funn : testmedium overlegent i forhold
til kontroll.

Dyrkningskarakteristikker av sgsken humane oocytter ndr inseminert ved konven-
sjonell IVF i det PFM-11 proteinfrie mediet og Medi’Cult™ (77,8 % vs. 69,4 %, p =
0,043; Tabell B). Den utviklingsmessige fangingen av zygotestadiet var lavere i
PFM-11 medium sammenlignet med MediCult™ medium, men denne forskjellen var
ikke statistisk signifikant. (2,8 mot 6,3 %) henholdsvis, p = 0,088). Kvaliteten av
spaltet dag 2 human ICSI sgskenembryoer generert i PFM-11 medium dyrket i ult-
ramikrodraper var signifikant overlegen med tanke pd blastomerverdi sammenlig-
net med generert i kontrollmediet (3,8 mot 3,3 henholdsvis, p = 0,001). Den gjen-
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nomsnittlige embryograden av embryoer generert i PFM11 mediet var lik den for

embryoer generert i kontrollmediet (2,9 mot 2,8, p = 0,080). Proporsjonen av

embryoer som hadde oppnadd > 4-stadiet var lik i begge grupper med proporsjo-

nen av embryoer som var over grad >3 var signifikant hgyere enn den PFM-11

proteinfrie gruppen.

Tabell B: Kvalitet av dag 2 humane sgskenembryoer generert av ICSI i

proteinfritt PFM-11 medium

Medium Fertil % | Fanget pa3 | Blastantall Grade %24 | %=3
cellé-sta- Gjennomsnitt | Gjennom celler Grad
Sior o (1SD) snitt
° (1SD)
PFM-11 77,8 2,8 3,8 2,9 71,4 63,5
(-protein) | (196/252) (1,2) (0,7)
Medi-Cult 69,4 6,3 3,3 2,8 54,8 58,6
(+protein) | (175/252) , (1,1) (0,8)
Signifikans | p= 0,043 | p= 0,088 p= 0,001 p= 0,080 p= p=
0,002 0,413

[Embryograd: 4= utmerket; 3 = god; 2 = ok, 1= darlig]; Blast = Blastomer;
Kontroliembryoer generert ved ICSI eller IVF; Funn : testmedium overlegent i for-
hold til kontroll.

Klinisk prosess

Den konvensjonelle IVF klinisk graviditetsraten med hovedsakelig proteinfrie PFM-
11 medier er gkt til 50 % (14 av 28) i alle aldersgrupper og opp til 53,8 % (14 av
26) i kvinner under 40 &r; ndr sammenlignet med dagens tilgjengelige embryome-
dier inneholdende proteiner (33 % graviditeter for alle grupper kombinert; sitert fra
Ali, 2004). ICSI klinisk graviditetsrate med hovedsakelig proteinfrie PFM-11 medier
er likeledes gkt til 46,2 % ( 12 av 26) i alle aldersgrupper og opptil 54,5 % (12 av
22) i kvinner under 40 8r gamle. Denne forskjellen er statistisk signifikant med for-
del til det foreliggende hovedsakelig proteinfrie PFM-11 medium, noe som indikerer
at det hovedsakelig proteinfrie medium ifglge foreliggende oppfinnelse i det minste
er tilsvarende til (og kan veere bedre enn) dagens tilgjengelige kommersielle
proteininnholdende medium for tiden tilgjengelig pd markedet. Antallet babyer fadt
fra embryoer generert ti PFM-11 medier ved konvensjonell IVF var 12 babyer (30,8
%, dvs. at 8 av 26 kvinner behandlet fadte; eller 61,5 % 8 av 13 av de gravide
kvinnene fgdte; én graviditet mistet til oppfglging) og ved ICSI, ogsa 12 babyer (36
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% dvs. 8 av 22 kvinner fgdte eller 55,7 % (8 av 12) av de gravide kvinnene fadte.
Babyene fgdt fra embryoer genererte i PFM-11 ifglge oppfinnelsen er tilsynelatende
normale, intelligente, pratsomme og aktive (i henhold til foreldrerapportering).
Disse statistiske dataene ble produsert fra en prgve pad i det minste 24 barn fra
slike fadsler.

SIGNIFIKANSRESULTATER

Tilgjengeligheten av et kjemisk definert medium for @ generere levedyktige tidlig
spaltestadium humane embryoer gker sikkerheten for pasienter som gjennomgar
assistert reproduksjonsbehandling (ART) fordi, blant annet potensielt farlige donor-
proteiner kan elimineres fra medier. Dette er av srlig interesse med tanke p3
overfgring av patogeniske sykdommer, szrlig virale sykdommer slik som mennes-
kelig ervervet immunsvikts sykdomssyndrom (AIDS) og hepatitt, eller Creutzfeldt-
Jacob sykdom (CID) overfgrt ved prioner, eller andre i blodutledede produkter har
fort til at et antall embryologer verden over sgker (uten hell) alternativer til donor-
protein for deres embryodyrkning og handteringsprosedyrer. Denne faren er abso-
lutt reell: fgr har en epidemi av hepatitt B forekommet i omtrent 200 IVF pasienter
som mottok embryoer dyrket i mediuer inneholdende samlet sera kontaminert med
hepatitt B virus (van Overvakede systemet et al., 1991). Mer nylig ble forsknings-
samfunnet konfrontert med dilemmaet av & matte informere pasientene at en
kommersiell fremstilling av et dyrkningsmedium anvendt for embryodyrkning og
handtering kan vaere kontaminert med albumin donert av en person som senere
dgde av CID (Kemann, 1998).

I tillegg til patogener og prioner, kan serum eller proteiner utledet fra serum slik
som albumin inneholde embryotiske faktorer, som i pasienter med endometriose,
tilbakevendende aborter og de som lider av uforklarlig infertilitet (Miller et al.,
1995). Disse embryotiske faktorene, hvis natur gjenstar & bli klarlagt, har blitt vist
& vaere skadelig for embryoer in vitro (Miller et al., 1995; Fein et al., 1995). Videre
fremmer anvendelsen av serum eller albumin problemet av reproduserbarhet, fordi
batch-to-batch variasjon i sera eller albumin har blitt godt verifisert. En mulighet til
a kontrollere kvalitet pd ulike batcher av sera kan p&virke kvaliteten av embryoene
som genereres. Problemer assosiert med embryotoksisitet og/eller ikke-
reproduserbarhet av kvaliteten av serumproteiner unngads, selvsagt, nar kjemisk
definert medium anvendes istedenfor dyrkningsmedium som inneholder donorpro-

teiner.
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Kvaliteten av embryoer generert i PFM-11 dyrkningsmedier under ultramikrodrape-
dyrkningsbetingelser var like eller i enkelte tilfeller bedre enn de generert i
kontrollmediet inneholdende proteiner ndr utfgrt under lignende dyrkningsforhold.
Mer viktig er befruktningsraten, cygoteinnfangingsraten og kvaliteten pd embryoer
generert i et nytt hovedsakelig proteinfritt medium PFM 11 medium og som ikke er
lavere i noen av parameterne testet. Den kliniske prosessen viste at PFM-11
medium er like effektivt eller bedre enn kontrollembryodyrkningsmediet
inneholdende proteiner for dag 2 embryoer. Videre er det fullstendig trygt ettersom
det er fritt for farlige donorproteiner av biologisk opprinnelse.

Forbedret kvalitet pd embryoer generert i mikrodréper har tidligere blitt vist § vaere
forarsaket av autokrine og parakrine effekter av visse vekstfaktorer frigjort av
embryoet inni mediet (Paria og Dey, 1990; Oaria et al., 1991; Canesco et al,
1992). Tilsetningen av hIGF-1 til dyrkningsmediet ble absolutt funnet & forsterke
human preimplanteringsutvikling, saerlig var blastocystdannelse signifikant forbed-
ret (Lighten et al., 1998). Effekten av vekstfaktorer i preimplanteringsutvikling har
blitt bredt gjennomgatt av Kane et al. (1997). Beviser fra tidligere studier p3 ef-
fekten av vekstfaktorer indikerer en mangel pa klart vekstmgnster p8 embryoutvik-
ling in vitro. Autokrine vekstfaktorer kan vaere essensiell for embryoutvikling under
belastende dyrkningsforhold. Vekstfaktorer som viser positive effekter pd embryo
preimplanteringsutvikling inkluderer CSF-1; IGF-1;IGF-11; TGF-o, og muligens LIF.

Fertilisering i humane oocytter ble funnet 3 forekomme i PFM-11 med spermatozoa
fremstilt i en PFM-11. Kapasitet ble ikke pavirket. PFM-11 har blitt vist heri 8 veaere
effektiv i @ fremme befruktning i serumproteiner i mediet. Den hagye befruktnings-

raten under konvensjonell IVF ved & anvende PFM-11 indikerte at fravaeret av pro-
tein i mediet ikke svekket spermakapasitet, befruktning og embryoutvikling in vitro
og pafglgende levedyktighet in utero. P8 tross av en mangel p8 proteiner i mediet,
inntraff spermkapasitet og penetrering av spermier inn i oocytten og befruktning.

De kliniske graviditets-, fgdsels-, og abortratene var signifikant bedre i testgruppen
(som anvendt hovedsakelig proteinfritt media i henhold til oppfinnelsen) sammen-
lignet med kontrollgruppen (som anvendte konvensjonelt proteininnholdende me-
dia). Andelen av gravide kvinner i testgruppen som fgdte var lik verdensgjennom-
snittet rapportert for spaltningsstadieembryooverfgringer (DeMouzon og Lancaster,
1997).
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Resultatene av eksperimentene beskrevet heri avslgrte at: (i) penetrering av sper-
matozoa inn i oocytter under konvensjonell IVF, gameteinteraksjon og pafglgende
befruktning i mennesket som fglge av bade konvensjonelle IVF eller ICSI ble ikke
svekket ved & anvende hovedsakelig proteinfritt medium PFM-11 i henhold til denne
oppfinnelsen, (ii) det resulterende tidlige spaltningsstadiet embryoene var levedyk-
tig og i stand til & fremkalle kliniske graviditeter, (iii) kvaliteten av tidlig spaltnings-
stadium embryoer generert i PFM-11 var generelt liknende eller i enkelte tilfeller
overlegne til den generert i kontrollmediet inneholdende serumproteiner.

Strenge rensnings og steriliseringsmal anvendt for fremstilling av dyreopphav kan

ikke ekskludere med absolutt sikkerhet muligheten for overfgring av ukjente pato-
gener (Truyen et al., 1995). Med formuleringen av hovedsakelig proteinfrie medier
og utskifting av hyaluronidase med papain er det nd mulig & utfgre hele de labora-
torieassisterte reproduksjonsprosedyrene uten noen synelig risiko for overfgring av
sykdom til IVF-pasienter.

Som konklusjon ble det hovedsakelig proteinfrie PFM-11 mediet ifglge den forelig-
gende oppfinnelse vist 3 vaere effektivt, hvor spermapenetrering inn i oocytt under
konvensjonell IVF, og befruktning etterfglgende ICSI eller konvensjonell IVF, er
ukompromitert. Graviditeter ble heller ikke kompromiterte ndr embryoer generert i
PFM ble overfgrt, med en klinisk graviditetsrate p8 over 50 % i kvinner 39 &r og
under. Totalt sett var PFM-11 mediet likeledes effektivt hvis ikke overlegent til me-
dier inneholdende serumproteiner i generering av levedyktige humane embryoer.
Rutinen for anvendelse av PFM i humane assisterte unnfangelsesprosedyrer kan
eliminere den potensielle risikoen for overfgring av sykdommer gjennom protein-
bundne patogener eller farlige prioner. Denne studien viste at det er mulig 3 gene-
rere levedyktige menneskelige embryoer i et medium fritt for tilsatt protein i et

cellefritt kultursystem.
FREMSTILLING AV PFM-11 IFOLGE OPPFINNELSEN

Basalsaltopplgsning (BSS) stamlgsning 1:

Fremstilling av “stam”-lgsninger av basalsalter (Basalsaltopplgsning-BSS) for
anvendelse i en endelig formulering av PFM Dyrkningsmedium, Gamete handte-

ringsmedium og Skyllemedium.

2514/0
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Ramaterialekomponent Kvantitet (g/I)
1. Kalsiumklorid - 2 H,O 2,65
2. Magnesiumsulfat (anhyd.) 0,9767
3. Kaliumklorid 4,0
4, Natriumklorid 69,53
5. | Natriumfosfat monobasisk (anhyd.) 1,22
6. D-glukose 10,517
7. Fenol rad 0,11
8. WFI (vann for injeksjon) 950 ml
Fremstillingsprosedyre:
1. Rens blandingsbeholder med WFI (vann for injeksjon, 18,2 MegaOhms

resistivitet) fgr fremstilling av stamlgsning.

2. Tilsett komponent 1 til 1000 ml WFI vann ettersom det er ekstremt
hydroskopisk.
3. Tilsett komponenter 2-7 i rekkefglge, bland kontinuerlig og gjer sluttvolum

til 1000 ml ved & anvende WFI.

4, Steril filtrering skal utfgres umiddelbart etter at alle |gsningsprodukter er
fullstendig opplgst. Ikke filtrering dersom opplgsningsprodukter er igjen. 0,1 mik-
ronfiltre kan anvendes, men unng8 overflgdig press under filtrering. Stam-1-opp-
lzsningen kan prefiltreres med 0,2 mikron filtre etterfulgt av 0,1 mikronfilter.

5. Det skal ikke veere noe presipitat eller uklarhet etter filtrering.
6. Fyll pd beholdere med et egnet volum, f.eks. flasker.

7. Dekk flasken (foretrukket inngrepssikre forseglingsflasker).

8. Oppbevar i mgrke i mellom 2 og 6 grader Celsius.

Oppbevaring og holdbarhet

Stam-basalsaltigsningen (BSS) var stabil i to méneder nar det ble oppbevart mel-
lom 2 og 6 grader Celsius. Sjekk alltid oppbevart BSS stamopplgsning ngye for pre-
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sipitater eller uklarheter for bruk. Kasser hvis presipitater fremkommer eller Igs-
ningen har blitt uklar under oppbevaring.

Inklusjonsvolumer av BSS stamopplgsning 1 i sluttprodukt:

Der natriumbikarbonat er den dominerende aktive bufferkomponenten i formule-
ringen (dyrkningsmedieprodukter), ma 70 ml av BBS vzere til stede i hver 1000 mi

av sluttformulering fremstilt.

Der HEPES er den dominerende aktive bufferkomponenten i formuleringen
(sperma/skyllemedieprodukter), tilsettes 50 ml BSS for hver 1000 ml sluttformule-
ring fremstilt.

Juster osmolalitet av endelig medium med BSS eller WFI for & gke eller minke

(henholdsvis) osmolaliteten av mediet dersom:

Skulle osmolaliteten av det endelige mediet vaere 285 mOsmols nar sluttvolum er
mindre enn 1000 ml (dvs. etter & tilsette BSS, BAAS og BVS) med 9 volumer av

WFI vann for 8 gi en arbeidende BSS (WBSS). Juster osmolalitet av WBSS til 285
mOsmol. Gjgr endelig volum av endelig medium til 1000 ml med tilpasset WBSS.

For sammensetning av endelig formulering fra alle stamlgsninger. Se stamlgsning 4

instruksjoner

Basal aminosyrelgsning (BAAS) stamlgsning 2:

Denne oppskriften ble anvendt til 3 fremstille en 1 liter Igsning av basale aminosy-
rer i opplgsning (Basal aminosyrelgsning-BAAS) for inklusjon av endelige formule-

ringer av PFM dyrkningsmedium, Gamete handteringsmedium og skyllemedium.

Reagensmidler
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Ramaterialekomponent Kvantitet (g/I)

1. L-arginin-HCI 1,26
2. L-Cystin (L-cystin.2HCl)* 0,313
3. L-histidin HCI.H,0 0,42
4, L-isoleucin 0,52
5. L-leusin 0,52
6. L-tysin.HCI 0,752
7. L-metionin 0,15
8. L-fenylalanin 0,32
9. L-treonin 0,48
10. L-tryptofan 0,1
11. | L-tyrosin (L-tyrosin.2Na 2H,0)* 0,519
12. L-valin 0,46
13. WFI (vann for injeksjon) 1000 ml

Instruksjoner for fremstilling av stamlgsning 2 BAAS

1. Rens blandingsbeholderen med WFI (vann for injeksjon, 18,2 MegaOhms
resistivitet)

2. Las opp komponenter 1, 2 og 4-11 i 400 ml WFI.

3. L-histidin HCI-H,0 og L-valin kan vaere vanskelige 38 Igse opp og ved slike
omstendigheter kan opplgselighet oppnads ved & anvende 1N HCI. Komponenter 3
0g 12 bgr opplgses i sine egne separate 300 ml volumer av WFI. Bruk kun det
minste volumet mulig av 1 N HCI for @ oppna opplgsning. Den maksimale mengden
av 1 N HC| (embryotestet) som bgr anvendes er 25 ml i 300 ml av WFI.

Unngd & varme opp vann, alkalier og syrer over 37 grader Celsius for 8 opplgse alle

komponenter.

4. N&r komponenter 3 og 12 er fullstendig opplgst, gijgr opp sluttvolum av 1000
ml ved 3 gradvis tilsette pa trinnvis mate, en 200 ml del av de vannlgselige

aminosyrene laget i trinn to til :

2514/0
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(a) 300 ml Igsning av L-histidin HCI.H,O som ga 500 ml i totalt volum.
(b) 300 ml Igsning av L-valin som ga 500 ml i totalt volum.

5. Kombinere bdde 500 ml volumer, gradvis i pa trinnvis mate med konstant

omrgring for & unngd presipitering.

6. Sterilfiltrer opplgsningen med 0,2 mikronfilter umiddelbart.

7. Fyll p& beholdere med passende volum (f.eks. flasker).

8. Sett lokk pa flaskene (foretrukket inngrepssikre forseglede flasker).
9. Lagres i mgrke mellom 2-6 grader Celsius.

Oppbevaring og holdbarhet
Den basale aminosyrelgsningen (BAAS) beholdningen vil holde i to maneder nar
den oppbevares mellom 2 og 6 grader Celsius. Undersgk alltid lagret BAAS-behold-

ning forsiktig for presipitater eller uklarhet fgr anvendelse. Kasser dersom presipi-

tater eller uklarheter forekommer under lagring.

Inklusjonsvolumer av BAA stamlgsning i endelig produkt:

10 ml BAA stamlgsning bgr anvendes per 1000 ml i fremstillingen av alle endelige

formuleringer

L-tyrosin.2Na2H,0 og L-cystin.2HCI anvendes fordi fri from L-tyrosin og L-cystin

ikke er kommersielt tilgjengelige.

Basal vitaminlgsning (BVS) stamlgsning 3.
Protokollen i henhold til dette eksemplet fremstiller en 1 liters stamlgsning av ba-
sale vitaminer i Igsning (Basal vitaminlgsning- BVS) for inklusjon i endelige formu-

leringer av PFM dyrkningsmedium, Gamete handteringsmedium og skyllemedium.

Reagenser
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R3materialkomponent Kvantitet (g/l)
1. Kolinklorid 0,1
2. Myoinositol 0,2
3. Niacinamid 0,1
4. D-pantotenisk syre 0,1
5. Pyridoksin HCI 0,1
6. Riboflavin 0,01
7. Tiamin HCL 0,01
8. Folinsyre 0,1
9. WFI (vann for injeksjon) 1000 ml

Instruksjoner for fremstilling av stamlgsning 3 (BVS)

1. Lgs opp komponenter 1-7 i 800 ml WFI-vann (Vann for injeksjon, 18,2 Me-
gaOhm resistivitet). Skulle noen av komponentene ikke lgse seg opp kan sma
mengder av 0,1 N eller 1 N NaOH anvendes for & oppna opplgsning som en siste
mulighet.

2. Lgs opp komponent 8 i 2,5 ml av 0,1 N NaOH og tilsett forsiktig pa trinnvis
mate, med konstant omrgring til 800 mi inneholdende komponenter 1-7.

3. Dann et volum p& 1000 ml ved & anvende WFI vann under konstant omrg-
ring og sterilfiltrér umiddelbart med 0,2 mikronfilter inn i egnede beholdere (f.eks.
60 ml Nalgene flasker, inngrepssikre flasker).

4, Sett lokk pa flaskene.

5. Lagre i mgrke ved -20 grader Celsius.

Oppbevaring og holdbarhet.

Den basale vitaminlgsningen (BVS) stamlgsning kan oppbevares i to m&neder ndr
den oppbevares ved -20 grader Celsius i 60 ml like deler. Sjekk alltid opptint BVS

stamlgsning 3 forsiktig for presipitater eller uklarhet fgr anvendelse. Kasser dersom

presipitater forekommer eller dersom den opptinte Igsningen fremstar som uklar.
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Inklusjonsvolumer av BVS stamigsning til endelig produkt:

6,0 ml av BVS stamlgsning bgr anvendes per 1000 ml i fremstillingen av alle slutt-

formuleringer fremstilt se stamigsning 4.

Stamlgsning 4 og endelige formuleringskombinasjoner.

Fremstillingen av stamlgsning-4 tillater den endelige tilsettingen av de unike kjemi-
kaliene i denne formuleringen og tilsettingen av spesifikke volumer tatt fra stam-

Igsning 1 basalsaltlgsning (BSS), stamlgsning 2, basal aminosyrelgsning (BAAS) og
stamlgsning 3 basal vitaminlgsning (BVS). Oppskriften viser tilsettingen av buffere
og antibiotika som er spesifikke for medieformuleringen som fremstilles, dvs. dyrk-

ningsgametehandtering og skyllemedium.

Den fglgende oppskriften fremstiller 1 liter av sluttformulering av dyrkningsmediet,
gametehandtering eller skyllemedium. Stgrre batcher kan fremstilles ved passende

skalering av kvantiteter.
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Ré@materialekomponent

Kvantitet (g/l)

1. Natriumpyruvat 0,02975
2. Fruktose 0,92125
3. Glysin 0,01875
4, Glutatione (redusert) 0,09225
5. D-mannitol 0,0911
6. EDTA (natriumtetra) 0,04175
7. L-alanin 0,04455
8. L-taurin 1,251
9, L-glutaminsyre 0,0735
mononatrium
- 10. Melkesyre Natriumsalt 1,9 ml per liter
11. Vitamin B-12 100 pl/l
12. Vitamin E type 6 333 ul/i
13. Stamlgsning 1 BSS 70 ml
14. Stamlgsning 2 BAAS 10 ml
15. Stamlgsning 3 BVS 6 ml
Kvantitet g/I Kvantitet g/| Kvantitet g/I
Dyrkningsmed c,Game.te- Skyllemedium
ium handterings-

medium
16. Gentamycinsulfat 2 mg/I
17. Penicillin G 75 mg/I 75 mg/I
18. L-glutamin 1,461 1,461
19, Natriumbikarbonat 21, 1,2 0,336
20. HEPES 0,0 3,5745 5,9575
21. Metylcellulose 0,1 0,1 0,1
22. WFI (vann for 1000 ml 1000 mi 1000 ml

injeksjon)

Instruksjoner for fremstilling av stamigsning 4 og endelig formulerings-

sammensetning

1. Rens blandingskar med WFI (vann for injeksjon, 18,2 MegaOhm resistivitet).

5514/0
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2. Lgs opp komponenter 1-11 i 700 ml av WFI under kontinuerlig omrgring
mens tilsettingen gjgres.

3. Tilsett komponenter 12.15 og lag 900 ml med WFI og forsett rgring.
4, Tilsett komponenter 16-21 avhengig av fremstilling av den basiske formule-
ringstypen dvs. PFM dyrkningsmedier, PFM gamete ha&ndteringsmedier og PFM
skyllemedier.
5. Juster osmolalitet av alle tre media og separat filtersterilisering ved a
anvende 0,2 mikron porestgrrelse filter, 0,1 mikron filter kan ogsa anvendes men
unngd 3§ bruke trykk. Ikke anvend 0,1 mikronfilter dersom hgyt trykk kreves for d
filtrere lgsningen.
6. Sterilfiltrér umiddelbart i endelig pakning:

PFM dyrkningsmedier fylles pa 60 ml flasker (Nalgene flasker).

PFM Gamete handteringsmedier fylles p8 60 ml flasker.

PFM skyllemedia fylles pd 125 ml flasker.
(Flasker anvendt er foretrukket inngrepssikre flasker.)
7. Sett lokk pa flaskene
8. Merk flaskene
9. Lagre i mgrket mellom 2 og 6 grader Celsius.

Fotnote for stamlgsning 4 og sluttformuleringssammensetning.

Sjekk osmolalitet. Dersom osmolaliteten er hgy, juster til 285 mOsmol ved 3 tilsette
WFI rent vann. Mengden som skal tilsettes beregnes som folger:

[Osmolalitet av mediumgnsket osmolalitet (dvs. 285)/Osmolalitet av medium] x vo-

lum av medium

7
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Eksempel: Dersom osmolalitet av mediet er 300 og volum av medium er 900 ml

som ovenfor, beregn som vist nedenfor:
[300-285/300] x 900 = 15/300 x 900 = 45

Derfor, hvis det tilsettes 45 ml av vann til mediet og deretter males osmolalitet
igjen, vil det teoretisk bli oppnddd en osmolalitet pd omtrent 385 pluss-minus 2
eller 3 enheter. Vaer sveert forsiktig og ikke tilsett for mye vann fordi de viktige
ingrediensene i mediet vil bli fortynnet og vil pavike effektiviteten av mediet selv
om osmolaliteten av mediet kommer tilbake ved 3 tilsette mer stamlgsning 1 BSS

Igsning.

Imidlertid, dersom osmolaliteten er lavere enn 285 mOsmol, tilsett stamlgsning 1
BSS kun til mediet, omtrent 2 til 3 mOsmol per ml medium, men dette er ikke alltid
forutsigbart. S8 veer sveert forsiktig og ikke tilsett for mye. Tilsett litt av gangen og

mal osmolalitet.
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PATENTKRAV

1. I hovedsak proteinfritt celledyrkningsmedium for humane reproduktive celler
egnet for anvendelse gjennom fullstendig in vitro behandling av humane reproduk-
tive celler til & bli benyttet i in vitro fertilisering og andre assistert reproduksjons-
teknologier og omfattende mineralsalter, aminosyrer, antioksidanter, vitaminer,
naeringsstoffer, antibiotika, D-mannitol og metylcellulose som har en molekylvekt
pa 14.000 Dailton.

2. I hovedsak proteinfritt medium ifglge krav 1, hvor nevnte metylcellulose er
sammensatt slik at en 2% opplgsning har en viskositet pa 15 centipoise ved 25°C.

3. I hovedsak proteinfritt medium ifglge krav 1, hvor metylcellulosen er av for-
mel I:

hvor hver R er uavhengig H eller CH; og n er et heltall med en verdi fra omkring 34
til omkring 43 og hvor metoksysubstitusjon er fra 27,5 vekt% til 31,5 vekt%.

4, Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 3, hvori det
gjennomsnittlige antall CH3-substituenter bundet til hver sukkerenhet av formel I
er 1,5 til 1,9.

5. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori
nevnte metylcellulose er til stede i Igsningen i en konsentrasjon fra 0,01 g/I (0,71
mikromolar) til 0,5 g/I (0,036 mM).

6. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori
nevnte metylcellulose er til stede i Igsningen i en konsentrasjon fra 0,01 g/l (0,71
mikromolar) til 0,15 g/l (0,00011 mM).
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7. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori
nevnte metylcellulose er til stede i Igsningen i en konsentrasjon pa omkring 0,1 g/!
(0,0071 mM).

8. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori
aminosyrer er L-arginin, L-cystein, L-histidin, L-isoleucin, L-leucin, L-lysin, L-metio-
nin, L-fenylalanin, L-treonin, L-tryptofan. L-tyrosin, L-valin, L-alanin, L-taurin, L-
glutaminsyre, L-glutamin eller glycin eller enhver kombinasjon derav.

9. Hovedsakelig proteinfritt medium ifglge krav 8, hvor aminosyrene er til stede

ved en konsentrasjon pa:

0,5 mM L-arginin; 0,01 mM L-cystein'2 HCI; 0,02 mM L-histidin; 0,04 mM L-isoleu-
cin; 0,04 mM L-leucin; 0,05 mM L-lysin'HCI; 0,01 mM L-metionin; 0,02 mM L-feny-
lalanin; 0,04 mM L-treonin; 0,005 mM L-tryptofan; 0,02 M L-tyrosin'2Na2H,0; 0,04
mM L-valin; 0,5 mM L-alanain; 20 mM L-taurin; 0,5 mM glutaminsyre og 20 mM L-
glutamin eller 0,25 mM L-glycin.

10. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori
mineralsaltene omfattende lgsningen er kalsiumklorid, magnesiumsulfat, kalium-

klorid, natriumklorid og natriumfosfat.

11. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 10, hvori mineralsaltene
som utgjer mediet er til stede i en konsentrasjon pa mellom: 3,0 mM (0,23 g/I) og
3,6 mM (0,27 g/i) for kalsiumklorid; 0,7 mM (0,086 g/I) og 0,81 mM (0,098 g/I) for
magnesiumsulfat; 4,7 mM (0,35 g/l) og 5,4 mM (0,4 g/I) for kaliumklorid; 0,1 M
(6,12 g/I) og 0,069 M (4,0 g/I) til 0,12 M (6,95 g/I) for natriumklorid og 0,89 mM
(0,107 g/1) til 1,0 mM (0,122 g/I) for natriumdihydrogenfosfat.

12. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 11, hvori mineralsaltene
som utgjer mediet er til stede i en konsentrasjon pa: 3,1 mM (0,235 g/I) for kalsi-
umklorid; 0,72 mM (0,087 g/1) for magnesiumsulfat; 4,8 mM (0,355 g/I) for kali-
umklorid; 0,11 M (6,171 g/I) for natriumklorid og 0,88 mM (0,108 g/I) for natrium-
dihydrogenfosfat.

13. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori
vitaminene som utgjgr mediet er cholinklorid, myoinositol, niacinamid, D-pantoten-
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syre, pyridoksin-HClI, riboflavin, tiamin-HCI, folinsyre, vitamin B12, vitamin E eller

enhver kombinasjon derav.

14, Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 13, hvori vitaminene som
utgjer mediet er til stede ved konsentrasjoner mellom: 0,004 mM (0,0005 g/l) og
0,005 mM (0,0007 g/I) for cholinklorid; 0,0024 mM (0,0006 g/I) og 0,0028
(0,0007 g/1) D-biotin; 0,0067 mM (0,0012 g/I) og 0,0078 mM (0,0014 g/I for myo-
inositol; 0,005 mM (0,0006 g/I) og 0,0057 mM for niacinamid; 0,0025 mM (0,0005
g/l) og 0,003 mM (0,0007 g/I) for D-pantotensyre; 0,003 (0,0006 g/l) mM og
0,0034 mM (0,0007 g/l) pyridoksin-HCI; 0,00016 mM (0,00006 g/I) og 0,00019 mM
(0,00007 g/1) for riboflavin; 0,0018 mM (0,0005 g/I) og 0,0021 mM (0,0006 g/I) for
tiamin-HCl; 0,0014 mM (0,006 g/1) og 0,0016 mM (0,0007 g/I) for folinsyre; 443
PM (600 ng/l) og 885 pM (1,2 mg/l) for vitamin B12 og 0,008 mM (0,003 g/!) og
0,012 mM (0,005 g/!) for vitamin E.

15. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 14, hvori vitaminene som
utgjer mediet er til stede ved en konsentrasjon pa: 0,004 mM (0,0005 g/1) for cho-
linklorid; 0,0024 mM (0,0006 g/I) for D-biotin; 0,0067 mM (0,0012 g/l) for myoino-
sitol; 0,005 mM (0,0006 g/I) for niacinamid; 0,0025 mM (0,0005 g/l) for D-panto-
tensyre; 0,003 (0,0006 g/I) mM for pyridoksin-HCI; 0,00016 mM (0,00006 g/I) for
riboflavin; 0,0018 mM for tiamin-HCI; 0,0014 mM (0,006 g/!) for folinsyre; 616 pM
(800 ng/I) for vitamin B12 og 0,010 mM (0,004 g/I) for vitamin E.

16. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvori nae-
ringsstoffene som utgjgr mediet er D-glukose, pyruvat, fruktose, glutaion, melke-

syre eller en hvilken som helst kombinasjon derav.

17. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 16, hvori naeringsstof-
fene som utgjgr mediet er til stede ved en konsentrasjon pa 4,3 mM (0,78 g/l) for
D-glukose; 0,3 mM (0,02975 g/l) for natriumpyruvat; 5,1 mM (0,92 a/l) for fruk-
tose og 10 mM (1,13 g/I) for natriumlaktat.

18. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 17, hvor D-glukose er til
stede ved en konsentrasjon p& mellom 4,2 mM (0,75 g/1) og 5,6 mM (1,0 g/I).

19. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 18, hvori fruktose er til
stede ved en konsentrasjon mellom 1 mM (0,18 g/I) og 5,6 mM (1,01 a/l).

331476
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20. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvor
antioksidanten i opplgsningen er glutation.

21. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 20, hvor konsentrasjonen
av glutation er mellom 0,25 mM (0,077 g/I) og 0,35 mM (0,11 g/l).

22. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 21, hvor konsentrasjonen
av glutation er 0,3 mM (0,092 g/!).

23. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, ytterligere
omfattende EDTA.

24. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 23, hvor konsentrasjonen
av EDTA er mellom 0,1 mM (0,0416 g/I) og 0,103 mM (0,043 g/I).

25. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 24, hvor konsentrasjonen
av EDTA er 0,1 mM (0,0418 g/I).

26. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, ytterligere
omfattende HEPES.

27. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 26, hvor konsentrasjonen
av HEPES er 15 mM (3,5745 g/I) eller 25 mM 5,9575 g/l) og konsentrasjonen av D-
glukose er mellom omkring 4,2 mM (0,75 g/I) til omkring 5,6 mM (1,0 g/).

28. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, ytterligere

omfattende fenolrgdt eller annen pH-indikator.

29. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 28, hvor konsentrasjonen
av fenolrgdt er 0,031 mM (0,011 g/I).

30. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvor
gentamycinsulfat er til stede i opplgsningen ved en konsentrasjon pa 2 mg/|.

31. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, hvor
penicillin G er til stede ved en konsentrasjon pa omkring 75 mg/I.
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32. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eiller 4, hvor D-
mannitol er til stede ved en konsentrasjon fra omkring 0,056 mikromolar til om-
kring 6,9 mikromolar.

33. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 32, hvor D-mannitol er til
stede ved en konsentrasjon pa 2,8 mikromolar.

34. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 1, 2, 3 eller 4, ytterligere

omfattende natriumbikarbonat.

35. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 34, hvor
natriumbikarbonatet er til stede ved en konsentrasjon pa 26,2 mM (2,1 g/I).

36. Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 35, hvor
natriumbikarbonatet er til stede ved en konsentrasjon pa mellom 4,0 mM (0,336
g/l) og 26,2 mM (2,1 g/).

37. Anvendelse av medium for assistert reproduktiv teknologi ifgige krav 36,

hvor det i hovedsak proteinfrie dyrkningsmedium er mediet ifglge krav 35.

38. Anvendelse av medium for assistert reproduktiv teknologi ifalge krav 36,
hvor den humane reproduktive celle foreligger i ufertilisert form.

39. Anvendelse av medium for assistert reproduktiv teknologi ifglge krav 36,
hvor den humane reproduktive celle er et antall spermatozoer.

40.  Anvendelse av medium for assistert reproduktiv teknologi ifelge krav 36,
hvor den humane reproduktive celle foreligger i fertilisert form.

41. Anvendelse av medium for assistert reproduktiv teknologi ifglge krav 36,

hvor mediet er spesifikt for inter-uterin inseminering.

42. Hovedsakelig proteinfritt celledyrkningsmedium for humane reproduktive
celler som er egnet for anvendelse gjennom fullstendig in vitro fertilisering av hu-
mane reproduktive celler som skal brukes ved in vitro fertilisering og andre assis-
terte reproduksjonsteknologier, fremstilt fra stamopplgsninger av mineralsalter,
aminosyrer, antioksidanter, vitaminer, naeringsstoffer, antibiotika, D-mannitol hvor

nevnte stamopplgsning blir fortynnet med vann for 8 danne et i hovedsak protein-
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fritt celledyrkningsmedium, hvor nevnte proteinfris celledyrkningsmedium innehol--

der metylcellulose som har en molekylvekt pd 14 000 Dalton.

43, Hovedsakelig proteinfritt dyrkningsmedium for humane reproduktive celler
egnet for anvendelse gjennom in vitro behandling av humane reproduktive celler
som skal anvendes ved in vitro fertilisering og andre assisterte reproduksjonstek-
nikker, omfattende 0,1 g/ (0,0071 mM) metylcellulose med en molekylvekt pa
14.000 Dalton; 0,5 mM L-arginin; 0,01 mM L-cystein'2 HCI; 0,02 mM L-histidin;
0,04 mM L-isoleucin; 0,04 mM L-leucin; 0,05 mM L-lysin'HCl; 0,01 mM L-metionin;
0,02 mM L-fenylalanin; 0,04 mM L-treonin; 0,005 mM L-tryptofan; 0,02 M L-tyro-
sin'2Na2H,0; 0,04 mM L-valin; 0,5 mM L-alanain; 20 mM L-taurin; 0,5 mM gluta-
minsyre og 20 mM L-glutamin eller 0,25 mM L-glycin, 3,1 mM (0,235 g/|) for kalsi-
umklorid; 0,72 mM (0,087 g/1) for magnesiumsulfat; 4,8 mM (0,355 g/I) for kali-
umklorid; 0,11 M (6,171 g/I) for natriumklorid og 0,88 mM (0,108 g/!) for natrium-
dihydrogenfosfat, : 0,004 mM (0,0005 g/I) for cholinklorid; 0,0024 mM (0,0006
g/l) for D-biotin; 0,0067 mM (0,0012 g/1) for myoinositol; 0,005 mM (0,0006 g/!)
for niacinamid; 0,0025 mM (0,0005 g/I) for D-pantotensyre; 0,003 (0,0006 g/I)
mM for pyridoksin-HCl; 0,00016 mM (0,00006 g/I) for riboflavin; 0,0018 mM for
tiamin-HCI; 0,0014 mM (0,006 g/l) for folinsyre; 616 pM (800 ng/l) for vitamin B12
og 0,010 mM (0,004 g/I) for vitamin E, mellom omkring 4,2 mM (0,75 g/I) til om-
kring 5,6 mM (1,0 g/1) D-glukose; 0,3 mM (0,02975 g/I) for natriumpyruvat; 5,1
mM (0,92 g/I) for fruktose og 10 mM (1,13 g/I) for natriumlaktat, 0,3 mM (0,092
g/l) glutation; 0,1 mM (0,0418 g/I) EDTA; 0,031 mM (0,011 g/I) fenolradt; 2,8
mikromolar D-mannitiol; 26,2 mM (2,1 g/I) natriumbikarbonat; og 75 mg/| penicil-
lin G eller 2 mg/l gentamycinsulfat.

44, Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 43, og som ytterligere
omfatter 15 mM (3,5745 g/I) HEPES.

45, Hovedsakelig proteinfritt medium i henhold til krav 43, og som ytterligere
omfatter 25 mM (5,9575 g/I) HEPES.
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