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(57) Rezumat:
1 2
Prezenta inventic se referd la o
tehnologie de reproducere asistatd imbunatatitd
care utilizeazi menotropind inalt purificatid
(HP-hMG) pentru a stimula dezvoltarca
foliculilor in stimularca ovariand controlati, in
special la femeile cu risc de rdspuns ovarian
ridicat la stimularea ovariand controlata.
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(54) Menotropin for treating infertility

(57) Abstract:
1
The present invention relates to ovarian stimulation.
improved assisted reproductive technology Claims: 7
using highly purified menotropin (HP-hMG) to Fig.: 2

stimulate follicle development in controlled
ovarian stimulation, particularly in women at
risk of a high ovarian response to controlled
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Inventia descrisd in continut se referd la tchnologia de reproducere asistati. in particular, in
confinut sunt descrise metode pentru tratarea infertilitifii, inclusiv metode de stimulare ovariani
controlati care pot fi deosebit de utile pentru femeile cu risc de un rdspuns ovarian ridicat la aceasta.

STADIUL TEHNICII INVENTIEI

Procedurile de tchnologic de reproducere asistatd (ART) implicd, in general, stimularca
productiei de ovule, recoltarea ovulelor din ovarele unei femei, combinarea acestora cu spermatozoizi in
vitro, §i transferarea lor in uterul unei femei (donator sau altd femeie). Succesul ART este ingreunat de
riscurile materne si perinatale asociate cu stimularea productici de ovule, cum ar fi sindromul de
hiperstimulare ovariand (SHSO) si sarcina ectopicd. Alte preocupari care apar in ART sunt productia de
embrioni de calitate si blastocisti euploide pentru a sprijini ratele de sarcind in curs si ratele de nasteri vii.

Gonadotropinele, cum ar fi menotropina (de exemplu, gonadotropina umani de menopauza sau
hMG), hormonul foliculostimulant (FSH) si hormonul luteinizant (LH), au fost utilizate pe scard largd
pentru stimularea ovarianad controlatd (COS) si menotropina inalt purificatd (HP-hMG) si FSH uman
recombinant (r-hFSH) au fost utilizate de datd mai recentd. Eficacitatea protocoalelor de stimulare
ovariand poate fi imbunitatita utilizind agonisti ai hormonului de eliberare a hormonului gonadotropind
in protocolul lung (GnRH) sau antagonisti ai GnRH pentru controlul ciclului. A se vedea, de exemplu,
Devroey si colab. Fertility and Sterility 97: 561-71 (2012).

Deoarece raspunsurile pacientei la stimularea ovariand variaza foarte mult, tratamentele sunt
adesea individualizate. De exemplu, individualizarea se¢ poate baza pe rispunsul ovarian prezis la
stimularea cu gonadotropind, care prognozeaza un raspuns slab, normal sau ridicat. Rispunsurile ovariene
ridicate sunt uzual definite ca femei care produc un numir mare de foliculi in curs de dezvoltare urmand
un protocol standard de stimulare ovariand controlatd (COS). Desi acesti pacienfi sunt in general
considerati buni candidati pentru ART, rdspunsul ovarian ridicat poate fi asociat cu rate mai mici de
implantare si rate mai mari de avort spontan si, prin urmare, o sansd scizutd de succes in comparatic cu
un raspuns ovarian normal. Acesti respondenti cu un rdspuns ovarian ridicat prezinti, de asemenea, un
risc mai mare pentru OHSS si complicatiile asociate cu acesta.

S-a emis ipoteza cd stimularea ovariand poate avea un impact general negativ asupra calitatii
embrionului, asa cum este evaluat prin parametrii morfologici si/sau analizele cromozomiale (de exemplu,
euploidie vs aneuploidie). Vezi, de exemplu, Hamdine si colab., "Ovarian Stimulation for IVF: Mild
Approaches” in Human Fertility: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, Vol. 1154,
Springer Science+Business Media, New York (2014). In plus, Haaf si colab., Fertility and Sterility 91(3):
733-38 (2009), au raportat faptul cd un randament mare de ovocite este asociat cu o ratd crescutd de
eroare cromozomald. Cu toate acestea, Fatemi si colab., Human Reproduction 28(2) 442-52 (2013), au
raportat faptul ca rispunsul ovarian ridicat nu pericliteaza ratele de sarcind in curs, ci mai degrabd creste
ratele de sarcind cumulate.

Eforturile de dezvoltare a metodelor ART imbunititfite au implicat explorarea protocoalelor de
stimulare mai blinde. De exemplu, Rubio si colab., Human Reproduction 25(9): 2290-2010 (2010), au
raportat faptul ci sciderca dozei de gonadotropini administratd persoanclor cu raspuns ridicat ar putea
imbunétati ratele de fertilizare si calitatea embrionului, desi dozele mai mici au dus la un numdr scizut de
ovocite. Alte eforturi au luat in considerare dacid gonadotropina specificd utilizatd are impact asupra
rezultatelor. De exemplu, Ziebe si colab., Human Reproduction 22(9) 2404-13 (2007), a raportat ca
utilizarea HP-hMG fatd de tFSH ar putea avea un impact asupra morfologiei embrionilor si a observat
imbundtatirea implantrii, a sarcinii in curs si a ratelor de nasteri vii printre embrionii de calitate
superioard derivati din stimularea cu HP-hMG in comparatie cu rFSH. Trebuie remarcat, insa, faptul ca,
raportarile Iui Ziebe si colab., s-au bazat pe o evaluare vizuald a ovocitului/embrionului in ziva a treia
dupa extragere, si nu pe baza analizei cromozomale. Dupa cum se arati mai jos, o astfel de evaluare
vizuald in ziua a treia nu permite detectarea ancuploidiei. Pe aceeasi linie, La Marca si colab., Fertility
and Sterility 0-169 (2012), au raportat faptul cd printre respondentii cu raspuns ridicat prezis (subiecti cu
un AMH > 5.2 ng/ml) grupul stimulat cu rFSH a avut semnificativ mai multe ovocite extrase, dar o rati
de nasteri vii pe ciclu semnificativ mai scdzuta in comparatie cu grupul stimulat cu HP-hMG .

Amer si colab., Reproduct Biol Endocrinol, GB, Vol. 11, nr. 1 decembric 2013 nu descriu un
numdr de foliculi antrali (AFC) in metodele lor. Arce si colab., Fertil Steril, vol. 99, nr. 6, p. 1644
dezvaluie o analiza retrospectivd a pacienfilor tratafi cu FSH si hMG, dar nu identificd o etapa specificd
de selectie, bazatd pe AMH si AFC.
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Prin urmare, rimine o nevoie de metode imbundtitite de tehnologie de reproducere asistatd, in
particular pentru femeile cu risc de un raspuns ridicat la stimularea ovarian controlati.

EXPUNEREA PE SCURT A INVENTIEI

Conform prezentei inventii, este furnizatd o compozitie (de exemplu, o compozitie farmaceuticd)
care cuprinde menotropind (gonadotropind umand de menopauza sau hMG) pentru utilizare in tratamentul
unei paciente (de exemplu, o femeie cu risc de rdspuns ovarian ridicat la stimularea ovarianad controlata)
pentru a promova astfel dezvoltarea blastocistilor euploide pentru transferul viitor al blasocistului la
pacienta mentionatd, tratamentul cuprinzand:

identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH)

> 5,2 + 0,5 ng/ml inainte de tratament/stimulare [de exemplu atunci cand este masuratd folosind
un test Beckmann-Coulter Gen 2 asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and Sterility 99: 1644-53
(2013), sau un nivel echivalent de AMH evaluat printr-o metodd diferitd (£ coeficientul sdu de
variabilitate)]; si un numir de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare combinate inainte de
tratament/stimulare si

administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pand la 300 UI hMG pe zi, din
ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Doza poate fi, sau poate fi echivalenta cu, 100 pana la 300 Ul
hMG pe zi din ziva 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament. Orice referire la "tratament" in cele ce
urmeaza este destinatd sd se¢ refere la utilizarea compozitici descrise in continut pentru tratamentul
mentionat.

Tratamentul cuprinde identificarea unei paciente care are un nivel seric al hormonului anti-
mullerian (AMH) > 5.2 + 0,5 ng/ml si un numir de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare
combinate, Tnainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente care are
un nivel seric de hormon anti-mullerian (AMH)

> 5,2+ 0,5 ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 15 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente care are un nivel seric al
hormonului anti-mullerian (AMH) > 5.2 + 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 18 in
ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei
paciente care are un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5.2 + 0,5 ng/ml si un numdr de
foliculi antrali (AFC) > 20 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate
cuprinde identificarea unei paciente care are un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5.2 +
0,5 ng/ml si un numir de foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 10 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente care are un nivel seric de
hormon anti-mullerian (AMH)

> 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) nu mai putin de 8 in ambele ovare
combinate, inainte de tratament/stimulare.

Tratamentul de promovare a dezvoltirii blastocistilor euploide pentru transferul viitor de
blastocisti poate creste proportia/procentul de blastocisti euploide in comparatie cu proportia/procentul de
blastocisti aneuploide. Tratamentul pentru promovarea dezvoltarii blastocistilor euploide pentru transferul
viitor al blastocistului poate reduce rata ancuploidiei. Rata ancuploidiei este discutatd mai jos.

Tratamentul poate cuprinde administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 100 pana
la 300 UI hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament, de exemplu din ziua 1 pand in ziua
10 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani la ziua 14 de tratament, de exemplu din ziua 1 pini in ziua
20 de tratament.

Tratamentul pentru promovarea dezvoltirii blastocistilor euploide pentru transferul viitor al
blastocistilor poate promova dezvoltarea blastocistilor euploide (de exemplu, cresterea
proportiei/procentului de blastocisti euploide in comparatiec cu proportia/procentul de blastocisti
aneuploide) in comparatic cu o metodd comparabild care utilizeazd hormonul stimulator de folicul
recombinant (rFSH) cum este gonadotropina.

Tratamentul mai poate cuprinde administrarea de hCG (de exemplu hCG recombinat) pentru a
declansa ovulatia.

Tratamentul mai poate cuprinde: extragerea (de exemplu, recoltarea) ovocitelor; fecundarea (de
exemplu, inseminarea) ovocitelor; si permiterea ovocitelor fertilizate s se dezvolte pand la stadiul de
blastocist. Fertilizarea (de exemplu, inseminarea) poate fi fertilizarea in vitro, optional injectie intra-
citoplasmatica de spermi (ICSI).

Tratamentul mai poate cuprinde evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor obtinuti dupa
fertilizarea ovocitelor recoltate (de exemplu, pentru a identifica unul sau mai multi blastocisti euploide).
Tratamentul mai poate cuprinde transferul unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitétii
cromozomiale a blastocistilor (de exemplu, transfer proaspat). Tratamentul mai poate cuprinde congelareca
unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor.
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Menotropina poate fi menotropind inalt purificatd (HP-hMG).

Intr-un exemplu, tratamentul poate cuprinde o etapi de administrare la pacientd a unei doze de,
sau o doza echivalentd cu, 100 pand la 200 UI HP-hMG pe zi, din ziua 1 péand la cel putin ziva 5 de
tratament, de exemplu o ctapa de administrare la pacientd a unei doze de, sau o dozi echivalent cu, 150
Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pani la cel putin ziua 5 de tratament. Tratamentul poate cuprinde o etapd
suplimentara de administrare a unui antagonist GnRH in ziua 6 de tratament.

Pacienta (subiectul) este de preferintd o pacientd cu ovulatie. Cu alte cuvinte, se preferd ca
pacienta (subiectul) si nu fie anovulator.

Conform unui alt aspect, este furnizatd o compozitie care cuprinde menotropind (gonadotropind
de menopauzi umana sau hMG) pentru utilizare in promovarea dezvoltdrii blastocistilor euploide (pentru
utilizare in tratamentul infertilitaii), tratamentul cuprinzand:

identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5
ng/ml (de exemplu > 5,2 + 0,5 ng/ml) inainte de tratament/stimulare [de exemplu atunci cand este
masuratd folosind un test Beckmann-Coulter Gen 2 asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and
Sterility 99: 1644-53 (2013), sau un nivel echivalent de AMH evaluat printr-o metoda diferitd (+
coeficientul sdu de variabilitate)]; si

administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pani la 300 Ul hMG pe zi, din
ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Doza poate fi, sau poate fi echivalenta cu, 100 pana la 300 Ul
hMG pe zi din ziua 1 pana la cel putin ziva 5 de tratament.

Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-
mullerian (AMH) > 5,0 = 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC)
> 10 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea
unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2
+ 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 15 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al
hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numar de
foliculi antrali (AFC) > 18 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate
cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5
ng/ml (de exemplu, > 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 20 in ambele ovare
combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un
nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un
numdr de foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 10 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al
hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numar de
foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 8 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare.

Promovarea dezvoltdrii blastocistilor euploide (pentru utilizarea in tratamentul infertilitatii) poate
creste proportia/procentul de blastocisti euploide in comparatie cu proportia/procentul de blastocisti
aneuploide.

Tratamentul poate cuprinde administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pana
la 300 UI hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament, de exemplu din ziua 1 pand in ziua
10 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani la ziua 14 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani in ziua
20 de tratament.

Promovarea dezvoltdrii blastocistilor euploide (pentru utilizarea in tratamentul infertilitatii) poate
duce la o crestere a proportiei/procentului de blastocisti euploide in comparatie cu o metodd comparabila
care utilizeazi hormonul foliculostimulant recombinant (tFSH) cum este gonadotropina.

Tratamentul mai poate cuprinde administrarea de hCG (de exemplu hCG recombinat) pentru a
declansa ovulatia.

Tratamentul mai poate cuprinde: extragerea (de exemplu, recoltarea) ovocitelor; fecundarea (de
exemplu, inseminarea) ovocitelor; si permiterea ovocitelor fertilizate s se dezvolte pani la stadiul de
blastocist. Fertilizarea (de exemplu, inseminarea) poate fi fertilizarea in vitro, optional injectie intra-
citoplasmatica de spermi (ICSI).

Tratamentul mai poate cuprinde evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor obtinuti dupa
fertilizarea ovocitelor recoltate (de exemplu, pentru a identifica unul sau mai multi blastocisti euploide).
Tratamentul mai poate cuprinde transferul unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitdtii
cromozomiale a blastocistilor (de exemplu, transfer proaspit). Tratamentul mai poate cuprinde congelarea
unui blastocist identificat prin evaluarea caliti{ii cromozomiale a blastocistilor.

Menotropina poate fi menotropind inalt purificatd (HP-hMG).

Intr-un exemplu, tratamentul poate cuprinde o etapi de administrare la pacienti a unei doze de,
sau o dozd echivalenti cu, 75 pand la 200 Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pani la cel putin ziua 5 de
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tratament, de exemplu o ctapa de administrare la pacientd a unei doze de, sau o dozi echivalent cu, 150
Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Tratamentul poate cuprinde o etapd
suplimentara de administrare a unui antagonist GnRH in ziua 6 de tratament.

Pacienta (subiectul) este de preferintd o pacientd cu ovulatie. Cu alte cuvinte, se preferd ca
pacienta (subiectul) si nu fie anovulator.

Conform unui alt aspect, este furnizatd o compozitie care cuprinde menotropind (gonadotropina
de menopauzi umand sau hMG) pentru utilizare in tratamentul infertilitatii (de exemplu, stimularea
ovariand controlatd) pentru a dezvolta blastocistii euploide pentru transferul viitor de blastocist,
tratamentul cuprinzand:

identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5
ng/ml (de exemplu > 5,2 + 0,5 ng/ml) inainte de tratament/stimulare [de exemplu atunci cand este
misurati folosind un test Beckmann-Coulter Gen 2 asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and
Sterility 99: 1644-53 (2013), sau un nivel echivalent de AMH evaluat printr-o metoda diferitd (+
coeficientul sdu de variabilitate)]; si

administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pand la 300 UI hMG pe zi, din
ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament. Doza poate fi, sau poate fi echivalenta cu, 100 pana la 300 Ul
hMG pe zi din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament.

Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-
mullerian (AMH) > 5,0 £+ 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un numar de foliculi antrali (AFC)
> 10 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarca
unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2
+ 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 15 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al
hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un numar de
foliculi antrali (AFC) > 18 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate
cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5
ng/ml (de exemplu, > 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 20 in ambele ovare
combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un
nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un
numdr de foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 10 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al
hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numar de
foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 8 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare.

Tratamentul de dezvoltare a blastocistilor euploide pentru transferul viitor de blastocist poate
creste proportia/procentul de blastocisti euploide in comparatie cu proportia/procentul de blastocisti
aneuploide.

Tratamentul poate cuprinde administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pana
la 300 UI hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament, de exemplu din ziua 1 pand in ziua
10 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani la ziua 14 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani in ziua
20 de tratament.

Tratamentul de dezvoltare a blastocistilor euploide pentru transferul viitor al blastocistilor poate
creste dezvoltarea blastocistilor euploide (de exemplu, cresterea proportiei/procentului de blastocisti
euploide in comparatic cu proportia/procentul de blastocisti anecuploide) in comparatic cu o metodd
comparabila folosind hormonul foliculostimulant recombinant (rfFSH) ca gonadotropina.

Tratamentul mai poate cuprinde administrarea de hCG (de exemplu hCG recombinat) pentru a
declansa ovulatia.

Tratamentul mai poate cuprinde: extragerea (de exemplu, recoltarea) ovocitelor; fecundarea (de
exemplu, inseminarea) ovocitelor; si permiterea ovocitelor fertilizate s se dezvolte pani la stadiul de
blastocist. Fertilizarea (de exemplu, inseminarea) poate fi fertilizarea in vitro, optional injectie intra-
citoplasmatica de spermi (ICSI).

Tratamentul mai poate cuprinde evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor obtinuti dupa
fertilizarea ovocitelor recoltate (de exemplu, pentru a identifica unul sau mai multi blastocisti euploide).
Tratamentul mai poate cuprinde transferul unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitétii
cromozomiale a blastocistilor (de exemplu, transfer proaspit). Tratamentul mai poate cuprinde congelarea
unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calititii cromozomiale a blastocistilor.

Menotropina poate fi menotropind inalt purificatd (HP-hMG).

Intr-un exemplu, tratamentul poate cuprinde o etapi de administrare la pacienti a unei doze de,
sau o dozd echivalenti cu, 75 pand la 200 Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziva 5 de
tratament, de exemplu o ctapa de administrare la pacientd a unei doze de, sau o dozi echivalent cu, 150



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3261661 T2 2024.04.30
7

Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Tratamentul poate cuprinde o etapd
suplimentara de administrare a unui antagonist GnRH in ziua 6 de tratament.

Pacienta (subiectul) este de preferintd o pacientd cu ovulatie. Cu alte cuvinte, se preferd ca
pacienta (subiectul) si nu fie anovulator.

Conform unui alt aspect, este furnizatd o compozitie care cuprinde menotropind (gonadotropina
de menopauzi umana sau hMG) pentru utilizare in tratamentul infertilititii la o femeie cu risc de rispuns
ovarian ridicat la stimularea ovariani controlati, tratamentul cuprinzand:

identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5
ng/ml (de exemplu > 5,2 + 0,5 ng/ml) [de exemplu atunci cand este masuratd folosind un test Beckmann-
Coulter Gen 2 asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and Sterility 99: 1644-53 (2013), sau un
nivel echivalent de AMH evaluat printr-o metoda diferitd (= coeficientul sdu de variabilitate)] si un numar
de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare combinate inainte de tratament/stimulare; si

administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pand la 300 UI hMG pe zi, din
ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Doza poate fi, sau poate fi echivalenta cu, 100 pana la 300 Ul
hMG pe zi din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament.

Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-
mullerian (AMH) > 5,0 = 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC)
> 15 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarca
unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2
+ 0,5 ng/ml) si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 18 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al
hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 £ 0,5 ng/ml) si un numar de
foliculi antrali (AFC) > 20 in ambele ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate
cuprinde identificarea unei paciente cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 + 0,5
ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml) si un numir de foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 10 in ambele
ovare combinate, inainte de tratament/stimulare. Tratamentul poate cuprinde identificarea unei paciente
cu un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,0 £ 0,5 ng/ml (de exemplu, > 5,2 + 0,5 ng/ml)
si un numdr de foliculi antrali (AFC) nu mai mic de 8 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare.

Tratamentul poate cuprinde administrarca unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pani
la 300 UI hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament, de exemplu din ziua 1 pand in ziua
10 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani la ziua 14 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani in ziua
20 de tratament.

Tratamentul mai poate cuprinde administrarea de hCG (de exemplu hCG recombinat) pentru a
declansa ovulatia.

Tratamentul mai poate cuprinde: extragerea (de exemplu, recoltarea) ovocitelor; fecundarea (de
exemplu, inseminarea) ovocitelor; si permiterea ovocitelor fertilizate s se dezvolte pani la stadiul de
blastocist. Fertilizarea (de exemplu, inseminarea) poate fi fertilizarea in vitro, optional injectie intra-
citoplasmatica de spermi (ICSI).

Tratamentul mai poate cuprinde evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor obtinuti dupa
fertilizarea ovocitelor recoltate (de exemplu, pentru a identifica unul sau mai multi blastocisti euploide).
Tratamentul mai poate cuprinde transferul unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calititii
cromozomiale a blastocistilor (de exemplu, transfer proaspit). Tratamentul mai poate cuprinde congelarea
unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor.

Menotropina poate fi menotropind inalt purificatd (HP-hMG).

Pacienta (subiectul) este de preferintd o pacientd cu ovulatie. Cu alte cuvinte, se preferd ca
pacienta (subiectul) si nu fie anovulator.

Intr-un exemplu, tratamentul poate cuprinde o etapi de administrare la pacientd a unei doze de,
sau o dozd echivalentd cu, 75 pand la 200 UI HP-hMG pe zi, din ziua 1 pani la cel putin ziua 5 de
tratament, de exemplu o ctapa de administrare la pacientd a unei doze de, sau o dozi echivalent cu, 150
Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament. Tratamentul poate cuprinde o etapd
suplimentara de administrare a unui antagonist GnRH in ziua 6 de tratament.

Tratamentul poate creste numirul de ovocite in metafaza II (de exemplu, rezultate din tratament)
in comparatic cu tratamentul echivalent cu FSH. Numdrul de ovocite in metafaza II va fi evaluat prin
metode bine cunoscute in domeniu, asa cum este discutat mai jos.

Conform prezentei inventii, intr-un alt aspect, este furnizati o compozifie (de exemplu, o
compozifie farmaceuticd) care cuprinde menotropind (gonadotropind umani de menopauza sau hMG)
pentru utilizare in tratamentul infertilitdtii pentru a promova astfel dezvoltarea blastocistilor euploide
pentru transferul viitor al blastocistului intr-o pacientd (de exemplu, o femeie cu risc de rispuns ovarian
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crescut la stimularea ovariand controlatl) identificatd ca avand un nivel seric al hormonului anti-mullerian
(AMH) > 5,2 £ 0,5 ng/ml [de exemplu atunci cand este masuratd folosind un test Beckmann-Coulter Gen
2 asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and Sterility 99: 1644-53 (2013), sau un nivel echivalent
de AMH evaluat printr-o metodd diferitdi (= coeficientul siu de variabilitate)] inainte de
tratament/stimulare si identificat ca avand un numdr de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare
combinate, inainte de tratament/stimulare; tratamentul cuprinzand administrarea unei doze de, sau a unei
doze echivalente cu, 75 pand la 300 Ul hMG pe zi din ziua 1 pani la cel putin ziua 5 de tratament. Doza
poate fi, sau poate fi echivalenta cu, 100 pana la 300 UI hMG pe zi din ziua 1 pani la cel putin ziva 5 de
tratament.

Pacienta poate fi identificatd ca avand un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5.2 +
0,5 ng/ml si un numir de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare combinate, inainte de
tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificatd ca avind un nivel seric al hormonului anti-mullerian
(AMH) > 5.2 + 0,5 ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 15 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificatd ca avand un nivel seric de hormon anti-mullerian
(AMH)

> 5,2 £ 0,5 ng/ml si un numir de foliculi antrali (AFC) > 18 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificatd ca avind un nivel seric al hormonului anti-mullerian
(AMH) > 5,2 £ 0,5 ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 20 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificatd ca avand un nivel seric de hormon anti-mullerian
(AMH)

> 5,2 £ 0,5 ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) nu mai pufin de 10 in ambele ovare
combinate, inainte de tratament/stimulare.

Tratamentul de promovare a dezvoltirii blastocistilor euploide pentru transferul viitor de
blastocisti poate creste proportia/procentul de blastocisti euploide in comparatie cu proportia/procentul de
blastocisti aneuploide. Tratamentul pentru promovarea dezvoltarii blastocistilor euploide pentru transferul
viitor al blastocistului poate reduce rata aneuploidiei. Rata aneuploidiei este discutatd mai jos.

Tratamentul poate cuprinde administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 100 pani
la 300 UI hMG pe zi, din ziua 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament, de exemplu din ziua 1 pand in ziua
10 de tratament, de exemplu din ziua 1 pani la ziua 14 de tratament, de exemplu din ziua 1 pana in ziua
20 de tratament.

Tratamentul pentru promovarea dezvoltirii blastocistilor euploide pentru transferul viitor al
blastocistilor poate promova dezvoltarea blastocistilor ecuploide (de exemplu, cresterea
proportiei/procentului de blastocisti euploide in comparatic cu proporfia/procentul de blastocisti
aneuploide) in comparatic cu o metodd comparabild care utilizeazd hormonul stimulator de folicul
recombinant (rFSH) cum este gonadotropina.

Tratamentul mai poate cuprinde administrarea de hCG (de exemplu hCG recombinat) pentru a
declansa ovulatia.

Tratamentul mai poate cuprinde: extragerea (de exemplu, recoltarea) ovocitelor; fecundarea (de
exemplu, inseminarea) ovocitelor; si permiterea ovocitelor fertilizate s se dezvolte pini la stadiul de
blastocist. Fertilizarea (de exemplu, inseminarea) poate fi fertilizarea in vitro, optional injectie intra-
citoplasmatica de spermi (ICSI).

Tratamentul mai poate cuprinde evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor obtinuti dupa
fertilizarea ovocitelor recoltate (de exemplu, pentru a identifica unul sau mai multi blastocisti euploide).
Tratamentul mai poate cuprinde transferul unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitatii
cromozomiale a blastocistilor (de exemplu, transfer proaspit). Tratamentul mai poate cuprinde congelarea
unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor.

Menotropina poate fi menotropind inalt purificatd (HP-hMG).

Intr-un exemplu, tratamentul poate cuprinde o etapi de administrare la pacienti a unei doze de,
sau o doza echivalentd cu, 100 pand la 200 UI HP-hMG pe zi, din ziua 1 péand la cel putin ziva 5 de
tratament, de exemplu o ctapa de administrare la pacienti a unei doze de, sau o dozi echivalentd cu, 150
Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Tratamentul poate cuprinde o etapd
suplimentara de administrare a unui antagonist GnRH in ziua 6 de tratament.

Pacienta (subiectul) este de preferintd o pacientd cu ovulatie. Cu alte cuvinte, se preferd ca
pacienta (subiectul) si nu fie anovulator.

Descrierea generald de mai sus si descrierea detaliatd sunt exemplificative si explicative si au
scopul de a furniza o explicatie suplimentara a inventiei. Pentru intelegerea detaliatd a inventiei, se face
referire la urmitoarea descriere detaliatd a variantelor de realizare specifice, luate impreuna cu figurile
insotitoare. Alte obiective, avantaje si caracteristici noi vor fi usor evidente pentru peroanele de
specialitate in domeniu din urmétoarea descriere detaliatd a inventiei.
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DESCRIEREA PE SCURT A FIGURILOR

Figura 1 prezintd (A) aparifia raspunsului ovarian ridicat (>15 ovocite extrase) si (B) ratelor de
nasteri vii (LBR) in randul femeilor clasificate ca potentiale cu rispuns ridicat de un nivel initial ridicat de
hormon anti-Miillerian (AMH). Valorile din bare sunt n/total. Valorile p se bazeaza pe Testul Chi-Square.
Procentul de femei cu un raspuns ovarian ridicat este semnificativ mai mic pentru HP-hMG in comparatie
cu rFSH att in protocolul lung cu agonist, cat si in cel cu antagonist.

Figura 2 prezintd o diagrama de flux a modelului studiului pentru studiul clinic din Exemplul 2.

DESCRIERE DETALIATA

In continut sunt descrise compozitii de reproducere asistati pentru utilizare in metode
tehnologice, de exemplu metode de tratare a infertilititii. In particular, sunt descrise in continut metode de
stimulare ovariana controlatd (COS) care pot fi deosebit de utile pentru femeile cu risc de un raspuns
ovarian ridicat la stimularea ovariani controlati. in unele variante de realizare, metodele sunt utile pentru
optimizarea rispunsului ovarian la COS, imbunititirea calitdfii embrionului, cresterea proportiei de
blastocisti euploide produsi de fertilizarea in vitrro dupa stimularea ovariana controlatd, scizind proportia
de blastocisti aneuploidali produsi de fertilizarea in vitro dupd stimularea ovariana controlatd, sciderea
ratei aneuploidiei de exemplu dupa stimularea ovariand controlatd, cresterea ratelor de sarcind in curs
si/sau cresterea ratei de nasteri vii.

Prezenta inventie se bazeazd pe descoperirea neasteptatdi a inventatorilor cd utilizarea
menotropinei inalt purificate (HP-hMG) la potentialele inalt respondente ovariene supuse stimuldrii
ovariane controlate (COS) poate optimiza rdspunsul ovarian, imbundtiti calitatea embrionului, creste
proportia de blastocisti, euploide, scad proportia de blastocisti aneuploide si imbunatatesc ratele de
sarcind in curs si cresc ratele de nasteri vii.

Definitii

Termenii tehnici si stiintifici utilizati in continut au semnificatiile intelese in mod obisnuit de
citre o persoani de specialitate in domeniul tehnologiei de reproducere asistatd la care se referd prezenta
inventie, dacd nu este definit altfel. In continut se face referire la diverse metodologii cunoscute de
persoancle de specialitate in domeniu. Orice materiale adecvate si/sau metode cunoscute de persoanele de
specialitate in domeniu pot fi utilizate in realizarea prezentei inventii. Cu toate acestea, sunt descrise
materiale si metode specifice. Materialele, reactivii si altele asemenea la care se face referire in
urmitoarea descriere si exemple pot fi obfinute din surse comerciale, dacd nu este mentionat altfel.

Asa cum sunt utilizate in continut, formele de singular "0”, "un” si " cel” desemneaza atit forma
de singular, cat si forma de plural, cu exceptia cazului in care este specificat in mod expres pentru a
desemna numai forma de singular.

Asa cum este utilizat in continut, termenul "aproximativ” inseamnd faptul cd numdirul sau
intervalul nu este limitat la numirul exact sau intervalul stabilit, ¢i cuprind intervale din jurul numéarului
sau intervalului mentionat, asa cum va fi infeles de catre persoancle de specialitate in domeniu, in functie
de contextul in care este utilizat numdrul sau intervalul. Daca nu reiese altfel din contextul sau conventia
din domeniu, "aproximativ” inseamni pana la plus sau minus 10% din termenul particular.

Asa cum este utilizat in continut, "optimizarea rispunsului ovarian" se referd la optimizarea
raspunsului ovarian la COS pentru a obtine un numdr optim de foliculi in curs de dezvoltare, cum ar fi de
la 4-15 foliculi in curs de dezvoltare, aproximativ 8-15 foliculi in curs de dezvoltare, aproximativ 8-14
foliculi in curs de dezvoltare sau aproximativ 11 foliculi in curs de dezvoltare.

Asa cum este utilizat in continut, "Imbundtatirea calitifii embrionului" se referd la cresterea
proportiei de blastocisti euploide (de exemplu, blastocistii avand numdrul corect de cromozomi) si/sau
sciderea proportiei de blastocisti aneuploide (de exemplu, blastocistii avand un numdr incorect de
cromozomi) produse intr-un singur ciclu de ART care implica COS urmat de fertilizare in vitro.

Asa cum este utilizat in continut, "sarcini in curs" se referd la sarcina cu un fat viabil si bitii ale
inimii fetale detectabile la 10-11 sdptimani de gestatie, de exemplu, la 8-9 sdptdmani dupi transferul de
blastocist/embrion.

Asa cum este utilizat in continut, "sarcini clinicd" se referd la gestatie si o batdi ale inimii fetale
detectabile la 5-6 sdptimani de gestatie, de exemplu, la 3-4 siptimani dupd transferul de
blastocist/embrion.

Asa cum este utilizat in continut, "femeie" se referd la o femeie umani adulti. In unele variante
de realizare, o femeie tratati in conformitate cu metodele descrise in continut este identificata ca avand 35
de ani sau mai Andrd, sau este identificati ca avand 34 de ani sau mai tAnird. In unele variante de
realizare, o femeie tratatd in conformitate cu metodele descrise in continut este identificati ca avind 21-
38 de ani, sau identificatd ca avind 21-37 de ani, sau identificati ca avind 21-36 de ani sau identificati ca
avand 21-34 de ani sau identificate ca avand 21-32 de ani sau identificate ca avand 21-31 de ani (inainte



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3261661 T2 2024.04.30
10

de tratament). In unele variante de realizare, o femeie tratati in conformitate cu metodele descrise in
continut este identificati (inainte de tratament) ca avind un IMC de 38 kg/m? sau mai putin, 36 kg/m? sau
mai putin, 34 kg/m? sau mai putin, 32 kg/m? sau mai putin, 30 kg/m? sau mai putin, sau 28 kg/m? sau mai
putin, cum ar fi IMC de 18-38, 18-36, 18-34, 18-32, 18-30 sau 18-28 kg/m?. In unele variante de
realizare, o femeie tratati in conformitate cu metodele descrise in continut este identificatd ca avind un
IMC de 18-25 kg/m?, 18-26 kg/m?, 18-29 kg/m?, 18-30 kg/m?, 18-32 kg/m?, 18-34 kg/m?, 18-36 kg/m2
sau 18-38 kg/m?.

Asa cum sunt utilizate in continut, subiectii clasificati ca fiind "cu risc de un rispuns ovarian
ridicat la stimularea ovariani controlatd" se referd la femeile care sunt susceptibile de a dezvolta un
numdr mare de foliculi sau ovocite in urma unui protocol standard de stimulare ovariand controlatd
(COS), cum ar fi femeile. cu o probabilitate mai mare decat media de a produce 15 sau mai multe ovocite.
Femeile pot fi identificate ca fiind expuse riscului dacd au generat 15 sau mai multe ovocite intr-un ciclu
ART anterior, de exemplu, intr-un tratament anterior COS. in plus sau alternativ, femeile pot fi
identificate ca fiind expuse riscului daci sunt considerate a fi expuse riscului de a dezvolta OHSS. In plus
sau alternativ, femeile pot fi identificate ca fiind expuse riscului dacd au un nivel seric al hormonului anti-
Miillerian (AMH) mai mare sau egal cu

aproximativ 5,2 ng/ml atunci cind este evaluat asa cum este descris in continut mai jos (sau un
nivel echivalent atunci cind este evaluat printr-o metodi diferitd). In plus, femeile pot fi identificate ca
fiind expuse riscului daci au un numdr de foliculi antrali (AFC) mai mare sau egal cu 15, mai mare sau
egal cu 18 sau mai mare sau egal cu 20, in ambele ovare combinate, inainte de stimulare.

Termenul "menotropind" asa cum este utilizat in continut include gonadotropini umani de
menopauzi sau hMG. Termenul "menotropind inalt purificatd” asa cum este utilizat in continut include
HP-hMG disponibil sub marca comerciali MENOPUR® de la Ferring B.V., care contine atit hormonul de
stimulare a foliculilor (FSH) cat si activitatea hormonului luteinizant (LH) activatd de gonadotropina
corionicd umani (hCG).

Termenul "agonist GnRH" asa cum este utilizat in continut include agonisti ai hormonului de
eliberare a gonadotropinei (GnRH), cum ar fi buserelina (de exemplu, Suprecur®), leuprorelind (de
exemplu, Lupron®), nafarelind (de exemplu, Synarel®), si triptorelind (de exemplu, Trelstar®).

Termenul "antagonist GnRH" asa cum este utilizat in continut include antagonisti ai hormonului
de eliberare a gonadotropinei (GnRH), cum ar fi acetat de ganirelix (de exemplu, Orgalutran®) si acetat de
cetrorelix (de exemplu, Cetrotide®), care blocheazi actiunea GnRH prin blocarea competitivi a
receptorilor GnRH asupra gonadotropilor hipofizari si previn astfel productia de gonadotropind si
cliberarca prematurd a ovulelor.

Asa cum este utilizatd in continut, expresia "cantitate eficientd" se referd la doza care asigurd
efectul farmacologic specific pentru care medicamentul este administrat la un subiect care are nevoie de
un astfel de tratament. Se subliniaza faptul ¢ o cantitate eficient terapeutic nu va fi intotdeauna eficienti
in tratarea stirilor descrise in continut, chiar daci o astfel de dozi este considerati a fi o cantitate eficienta
terapeutic de catre persoancle de specialitate in domeniu. Doar pentru comoditate, dozele exemplare si
cantititile eficiente terapeutic sunt furnizate mai jos cu referire la subiecti umani adulti. Persoancle de
specialitate in domeniu pot ajusta astfel de cantititi in conformitate cu practicile standard, dupa cum este
necesar, pentru a trata un subiect si/sau afectiune/boald specifica.

Asa cum s-a mentionat mai sus, prezenta inventie furnizeazd comporzitii pentru utilizare in
metode de tehnologie de reproducere care implica utilizarea menotropinei inalt purificate (HP-hMG) la
femeile cu risc de un rispuns ovarian ridicat la

COS si suferd de COS. Dupd cum s-a mentionat de asemenea mai sus, in scopurile metodelor
dezviluite in continut, femeile pot fi identificate ca fiind expuse riscului unui rispuns ovarian ridicat la
COS daca au un nivel seric al hormonului anti-Miillerian (AMH) mai mare. decat sau egal cu aproximativ

5.2 £ 0,5 ng/ml, atunci cind este mdasurat utilizind un test Beckmann-Coulter Gen 2, asa cum
este descris in Arce si colab., Fertility and Sterility 99: 1644-53 (2013), sau un nivel echivalent de AMH
evaluat printr-o metoda diferita (+ coeficientul sdu de variabilitate). Nivelurile serice de AMH reprezintd
un marker surogat pentru rezerva functionald a foliculului ovarian si a fost raportatd o corelatie pozitivd
intre nivelurile serice de AMH si rdspunsul ovarian (de exemplu, randamentul ovocitelor). Id. Cu toate
acestea, conform lui Arce si colab., Nivelurile de AMH nu au fost corelate cu calitatea embrionului. /d.

In plus, asa cum s-a mentionat mai sus, in scopurile metodelor dezviluite in continut, femeile pot
fi identificate ca fiind expuse riscului unui rdspuns ovarian ridicat la COS dacd au un numir de foliculi
antrali (AFC) mai mare sau egal cu 15, mai mare decat sau egal cu 18 sau mai mare sau egal cu 20, in
ambele ovare combinate, inainte de stimulare. Foliculii antrali sunt foliculi mici (aproximativ 2-8 mm in
diametru) care pot fi vizualizafi si misurati prin ecografie transvaginald. Foliculii antrali sunt un alt
marker pentru rezerva ovariani, iar AFC a fost utilizat (impreund cu alti markeri) pentru a prezice



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3261661 T2 2024.04.30
11

raspunsul ovarian la COS, de exemplu, pentru a prezice daci un anumit subiect va fi un rispuns scizut,
normal sau mare. Cu toate acestea, AFC nu a fost corelat cu calitatea embrionului.

Metode de Tehnologie de Reproducere Asistati

Metodele descrise in continut sunt utile in orice metodd de tehnologic de reproducere care
implicd stimularea ovariand controlatd (COS), cum ar fi pentru fertilizarea in vitro, inclusiv injectarea
intra-citoplasmatica a spermei (ICSI), inclusiv metode care implica transferul proaspdt de ovule fertilizate
(de exemplu, blastocistii/embrioni) si metode care implicd congelarea oudlor fertilizate (de exemplu,
blastocistii/embrioni) pentru implantare ulterioara.

In realiziri specifice, subiectul care suferd de COS prezinti riscul unui rispuns ovarian ridicat la
COS. in inventie, subiectul este identificat prin faptul ci are un nivel seric de AMH mai mare sau egal cu

aproximativ 5,2 £ 0,5 ng/ml ng/ml, atunci cand este misurat folosind un test Beckmann-Coulter
Gen 2, asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and Sterility 99: 1644-53 (2013), sau un nivel
echivalent de AMH evaluat printr-o metodi diferitd (£ coeficientul sdu de variabilitate).

In unele variante de realizare, subiectul este identificat suplimentar sau alternativ avand un AFC
mai mare sau egal cu 15, mai mare sau egal cu 18 sau mai mare sau egal cu 20, in ambele ovare
combinate, inainte de stimulare. In unele variante de realizare, subiectul este exclus de la tratament prin
metodele descrise in continut dacd subiectul are un AFC mai mic de 8, sau mai mic de 10, in ambele
ovare combinate, inainte de stimulare. In unele variante de realizare, subiectii tratati prin metodele
descrise in continut au (sunt identificati ca avind) un AFC de cel putin 10 (> 10) in ambele ovare
combinate, Tnainte de stimulare.

Subiectul poate fi identificat suplimentar sau alternativ ca fiind expus riscului daca a generat 15
sau mai multe ovocite intr-un ciclu ART anterior, de exemplu, intr-un tratament anterior COS, si/sau daca
este considerat a fi expus riscului de a dezvolta SHSO.

In realiziri specifice, metodele includ administrarea de HP-hMG la subiect intr-o cantitate
eficienti pentru a stimula dezvoltarea foliculilor. in unele realiziri, HP-hMG este administrat la o dozi de
la aproximativ 75 UI sau 100 UI péand la aproximativ 300 Ul/zi, sau de la aproximativ 75 pana la
aproximativ 200 Ul/zi, sau de la aproximativ 100 pani la aproximativ 200 Ul/zi, pentru de la aproximativ
1 la aproximativ 20 de zile, cum ar fi cel putin 5 zile. Compozitiile farmaceutice care cuprind HP-hMG
sunt disponibile comercial, cum ar fi MENOPUR® produs vandut de Ferring B.V., care este formulat
pentru injectie subcutanati. in mod tipic, o dozi initiali este de 150 Ul/zi in primele 5 zile, care poate fi
ajustatd ulterior (de exemplu., in ziva 6 in continuare) pe baza raspunsului ovarian (folicular) al
subiectului, care poate fi evaluat, de exemplu, prin ecografic transvaginald (TVUS). De exemplu, odata ce
foliculul principal atinge > 12 mm in diametru, doza poate fi ajustatd cu 75 UI per ajustare. De obicei,
doza este ajustati in sus sau in jos atunci cind atat nivelul seric de estradiol, cat si numarul de foliculi >
12 mm sunt fie prea scdzute, fie prea mari la a 6° zi de stimulare. HP-hMG se administreaza zilnic pana la
atingerea nivelului dorit de productie de foliculi. De exemplu, HP-hMG poate fi administrat pand cand s-
au dezvoltat trei foliculi cu un diametru > 17 mm, dupd cum poate fi determinat de TVUS. De obicei,
perioada maxima de dozare HP-hMG este de 20 de zile.

In unele variante de realizare, metodele includ administrarea unui antagonist GnRH in timpul
unei portiuni din perioada de administrare a HP-hMG. De exemplu, un antagonist de GnRH poate fi
administrat odatd ce foliculul principal atinge 14 mm in diametru si poate fi continuat prin restul
perioadei de administrare HP-hMG. Cand antagonistul GnRH este acetat de ganirelix (cum ar fi
Orgalutran®), o dozi tipici este de 0,25 mg/zi administratd subcutanat.

In alte variante de realizare, metodele includ administrarea unui agonist GnRH inainte de
stimularea ovariand, cum ar fi administrarea de triptorelind (in mod uzual la 0,1 mg/zi subcutanat) sau
leuprorelind (de exemplu, Lupron®).

Odata ce nivelul dorit de productie de foliculi este atins, ovulafia poate fi stimulati prin metode
cunoscute in domeniu, cum ar fi printr-o injectare in bolus de gonadotropini corionicd umani (hCG). O
doza tipici de hCG recombinati (cum ar fi Ovitrelle®) este de 250 pg (6.500 UI de activitate hCG), in
mod uzual administratid printr-o singurd injectie subcutanati. Apoi, ovocitele sunt extrase si fertilizate
prin metode cunoscute in domeniu, cum ar fi ICSI.

Pentru metodele de transfer proaspdt, unul sau mai multi blastocisti sunt selectati pentru transfer
la cateva zile dupa fertilizare (de exemplu, dupd 5 zile). Blastocistii rimasi pot fi congelati prin metode
cunoscute in domeniu pentru transferul viitor (inclusiv vitrificarea). In realiziri specifice, metodele
descrise in continut sunt utilizate intr-un singur protocol de transfer de blastocist, in care un singur
blastocist este selectat pentru transfer proaspit. In conformitate cu acele variante de realizare, blastocistii
ramasi pot fi congelati prin metode cunoscute in domeniu pentru transferul viitor.

Pentru metodele " congelare totald”, blastocistii selectati sunt inghetati prin metode cunoscute in
domeniu pentru transferul viitor.
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In realizari specifice, selectia blastocistului este ghidatd de analiza morfologicd. De exemplu,
calitatea morfologicd a blastocistului poate fi evaluatd prin determinarea expansiunii blastocistului si a
starii de ecloziune, gradarea masei celulare interioare si gradarea trofectodermului conform sistemului de
clasificare a blastocistului Gardner. A se vedea, de exemplu, Van den Abbeel si colab., Reproductive
Biomed. OnLine 27: 353-61 (2013). De exemplu, blastocistii cu expansiune blastocist si starea de
ecloziune 4, 5 sau 6, gradul de masd celulard internd A si gradul de trofectoderm A sau B pot fi
considerati de calitate "excelentd", in timp ce blastocistii cu expansiune de blastocist si starea de
ecloziune 3, 4, 5 sau 6, masa celulard internd de gradul A sau B si trofectodermul de gradul A sau B pot fi
considerati de calitate "buna".

In plus sau alternativ, calitatea blastocistului este evaluatad prin analizi cromozomiald, inclusiv
screening genetic (de exemplu, screening genetic preimplantare sau PGS) pentru a detecta aneuploidia. in
unele variante de realizare, analiza cromozomiald include screening cromozomial complet (CCS) asa cum
este descris, de exemplu, in Forman si colab., Fertility and Sterility 100: 718-24 (2013). Dupd cum se
raportcazd in aceastd lucrare, CCS poate fi efectuatd inainte de transferul proaspidt sau inainte de
congelarea blastocistului pentru transferul viitor.

Conform prezentei inventii, intr-un alt aspect, este furnizati o compozitic care cuprinde
menotropind pentru utilizare in tratamentul infertilitatii pentru a reduce rata de aneuploidie in blastocistii
rezultati 1a un pacient identificat ca avand un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5,2 + 0,5
ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare combinate, de exemplu un numar de
foliculi antrali (AFC) > 15 in ambele ovare combinat inainte de tratament/stimulare, tratamentul
cuprinzand administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pani la 300 UI hMG pe zi, din
ziua 1 pani la cel putin ziua 5 a tratament.

In continut termenul "ratd de aneuploidie” este definit ca un procent [de exemplu pentru un
subiect (pacient)] si calculat ca de 100 de ori raportul dintre numdrul de blastocisti aneuploide si numarul
total de blastocisti. Numarul de blastocisti aneuploide poate fi determinat, de exemplu prin metodele
descrise mai sus (de exemplu, analizd cromazomald, cum ar fi PGS, CCS). Numairul total de blastocisti
poate fi determinat, de exemplu prin metode bine cunoscute in domeniu, (de exemplu, prin cele descrise
si la care se face referire in Exemplul 2 de mai jos).

Prin "tratamentul infertilititii pentru a reduce rata aneuploidiei in blastocistii rezultati” se
intelege faptul cd tratamentul reduce rata anecuploidiei in blastocistii care rezultd din tratament (de
exemplu, reduce efectiv numarul de blastocisti aneuploidali produsi de tratament in raport cu numérul
total de blastocisti produsi prin tratament). Tratamentul poate reduce rata aneuploidiei comparativ cu
tratamentul echivalent cu FSH.

Pacienta poate fi identificatd ca avand un nivel seric de hormon anti-mullerian (AMH)

> 5,2 £ 0,5 ng/ml si un numir de foliculi antrali (AFC) > 15 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificati ca avand un nivel seric al hormonului anti-mullerian
(AMH) > 5,2 £ 0,5 ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 18 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificatd ca avand un nivel seric de hormon anti-mullerian
(AMH)

> 5,2 £ 0,5 ng/ml si un numir de foliculi antrali (AFC) > 20 in ambele ovare combinate, inainte
de tratament/stimulare. Pacienta poate fi identificati ca avand un nivel seric al hormonului anti-mullerian
(AMH) > 5,2 + 0,5 ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) nu mai putin de 10 in ambele ovare
combinate, inainte de tratament/stimulare.

Tratamentul poate cuprinde administrarea unei doze, sau a unei doze echivalente cu, 75 pand la
300 UI hMG pe zi, din ziva 1 pand la cel putin ziua 5 de tratament, de exemplu din ziua 1 pand in ziua 10
de tratament, de exemplu din ziua 1 pana la ziua 14 de tratament, de exemplu din ziva 1 pana in ziua 20
de tratament.

Tratamentul mai poate cuprinde administrarea de hCG (de exemplu hCG recombinat) pentru a
declansa ovulatia.

Tratamentul mai poate cuprinde: extragerea (de exemplu, recoltarea) ovocitelor; fecundarea (de
exemplu, inseminarea) ovocitelor; si permiterea ovocitelor fertilizate sa se dezvolte pani la stadiul de
blastocist. Fertilizarea (de exemplu, inseminarea) poate fi fertilizarea in vitro, optional injectie intra-
citoplasmatica de spermi (ICSI).

Tratamentul mai poate cuprinde evaluarea calitafii cromozomiale a blastocistilor obtinuti dupa
fertilizarea ovocitelor recoltate (de exemplu, pentru a identifica unul sau mai multi blastocisti euploide).
Tratamentul mai poate cuprinde transferul unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitétii
cromozomiale a blastocistilor (de exemplu, transfer proaspit). Tratamentul mai poate cuprinde congelarea
unui blastocist euploid identificat prin evaluarea calitdtii cromozomiale a blastocistilor.

Menotropina poate fi menotropind inalt purificatd (HP-hMG).
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Intr-un exemplu, tratamentul poate cuprinde o etapi de administrare la pacienti a unei doze de,
sau o dozd echivalentd cu, 75 pand la 200 UI HP-hMG pe zi, din ziua 1 pani la cel putin ziua 5 de
tratament, de exemplu o ctapa de administrare la pacientd a unei doze de, sau o doza echivalenta cu, 150
Ul HP-hMG pe zi, din ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament. Tratamentul poate cuprinde o etapd
suplimentara de administrare a unui antagonist GnRH in ziua 6 de tratament.

Conform prezentei inventii, intr-un alt aspect, compozitia este utild pentru a reduce rata
aneuploidiei in blastocistii rezultati pentru transferul viitor de blastocist.

In unele variante de realizare, sustinerea fazei luteale este asiguratd prin administrarea de
progesteron, cum ar fi insertiile vaginale de progesteron, din ziua de dupd extragerea ovocitelor pani la
10-15 zile dupd transferul de blastocist/embrion si/sau din ziua transferului de blastocist/embrion pani la
confirmarea sarcinii in curs, in conformitate cu protocoalele cunoscute in domeniu.

In unele realiziri, sarcina clinic este confirmati de TVUS la 5-6 siptimani de gestatie (de
exemplu, 3-4 siptimani dupi transferul de blastocist/embrion). In unele realiziri, sarcina in curs este
confirmatd de TVUS la 10-11 sdptimani de gestatic (de exemplu, 8-9 sdptiméni dupd transferul de
blastocist/embrion).

In unele realiziri, subiectul este urmrit pentru a evalua rezultatul sarcinii (de exemplu, nasteri
vii) si/sau sdndtatea neonatala.

Dupa cum s-a aritat mai sus, metodele descrise in continut sunt utile pentru imbunititirea
calititii embrionului, cresterea proportici de blastocisti euploide, sciderea proportiei de blastocisti
aneuploide, cresterea ratelor de sarcind in curs si/sau cresterea ratei de nasteri vii, in comparatie cu
metode comparabile care utilizeazd hormonul stimulator de folicul recombinant. (fFSH) cum este
gonadotropina. In particular, metodele descrise in continut pot avea ca rezultat o proportie crescuti de
blastocisti euploide (de exemplu, o proportic scidzutd de blastocisti aneuploide), in comparatie cu
metodele comparabile care utilizeaza rFSH cum este gonadotropini. Metodele descrise in continut pot
duce, de asemenea, la cresterea ratelor de sarcind in curs si/sau la cresterea ratei de nasteri vii, in
comparafie cu metode comparabile care utilizeazd rFSH cum este gonadotropina, cum ar fi o crestere cu
8% sau 10% sau mai mare a ratelor de sarcini in curs si/sau cresterea rata natalititii vii. in unele variante
de realizare, metodele au ca rezultat mai pufine oud, dar o proportic mai mare de blastocisti euploide in
comparatie cu metode comparabile care utilizeaza rFSH cum este gonadotropina.

Alte aspecte ale metodelor descrise in continut sunt ilustrate in urmitoarele exemple, care nu
sunt limitative in niciun fel.

EXEMPLE

Exemplul 1 - Analiza Retrospectivi

A fost intreprinsd o analizd retrospectivd a datelor colectate in doud studii clinice controlate
randomizate care compara rezultatul tratamentului la pacienfii supusi stimularii ca HP-hMG sau FSH
recombinat in urma unui protocol lung cu agonist de GnRH (Anckaert si colab., Human Reproduction 27:
1829-39 (2012)) sau un protocol cu antagonist de GnRH (Arce si colab., Fertility and Sterility, 99: 1644 -
53 (2013).

1. Populatiile de Studiu

Principalele criterii de includere pentru studiul lung cu agonist au fost femeile cu varsta cuprinsa
intre 21-37 de ani cu indicatii majore pentru FIV (cum ar fi infertilitatea tubard, infertilitate inexplicabild
sau infertilitate usoard a factorului masculin), nivelurile de FSH in limite normale (1-12 UI/L), IMC de
18-29 si cicluri menstruale regulate de 21-35 de zile, despre care se presupunea ci sunt ovulatorii.
Principalele criterii de includere pentru studiul cu antagonist au fost femei cu varsta cuprinsd intre 21-34
de ani cu un diagnostic primar de infertilitate de infertilitate inexplicabild sau infertilitate usoard a
factorului masculin, niveluri de FSH de 1-12 UT/L, IMC de 18-25 si cicluri menstruale regulate de 24-35
de zile,

2. Protocoale de studiu

In protocolul lung cu agonist, mecanismul de actiune prin sciderea densititii a fost efectuat
utilizAnd triptorelina (0,1 mg/zi) (Decapepty®, Ferring Pharmaceuticals A/S) a inceput cu 5-7 zile inainte
de inceperea estimati a urmdtoarclor menstruafii si a continuat pand la sfarsitul administririi
gonadotropinei. Gonadotropina (HP-hMG sau tFSH) a fost administratd 1a 225 Ul/zi in primele 5 zile si
apoi ajustatd in functie de raspunsul ovarian.

In protocolul cu antagonist, gonadotropina (HP-hMG sau rFSH) a fost administrati la 150 1U/zi
in primele 5 zile si apoi ajustati in functie de rispunsul ovarian din ziua 6. In ziua 6 antagonistul de
GnRH (ganirelix, Orgalutran, MSD) a fost a inceput cu 0,25 mg/zi si a continuat pe tot parcursul
tratamentului cu gonadotropina.
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In ambele protocoale, s-au administrat 250 pg hCG (Choriogonadotropin alfa, Ovitrelle, Merck
Serono) cand au fost observati trei foliculi cu diametrul > 17 mm, iar recuperarea ovocitelor a avut loc 36
+ 2 ore mai tarziu.

Suportul luteal a fost asigurat prin administrarca vaginald de progesteron

In protocolul lung cu agonist, 1 sau 2 embrioni au fost transferati in ziva 3. In protocolul cu
antagonist, 1 blastocist a fost transferat in ziua 5.

Nasterea vie a fost definitd ca nasterea a (cel putin) unui nou-niscut viu.

3. Teste de ser

AMH a fost analizat prin test de imunosorbtic legat de enzime (studiu lung cu agonist:
Immunotech Beckman Coulter AMH ELISA; studiu cu antagonist: Beckman Coulter Gen 2 ELISA; 1
ng/ml = 7,14 pmol/L). Testele AMH au avut o sensibilitate de 0,35 si 0,08 ng/ml si o imprecizie totald (%
coeficient de variatie) de < 9,5 si < 7,7 in Immunotech Beckman Coulter si, respectiv, Beckman Coulter
Gen 2. FSH, estradiolul si progesteronul au fost analizate prin imunotest de electrochimiluminiscenta
(Roche-Diagnostics ECLIA).

4. Analize statistice

In total, cele doud studii au cuprins 1372 de femei. in analiza retrospectivi, femeile au fost
clasificate ca fiind potential cu raspunsuri ridicate dacd AMH initiald se afla in prima quartild superioara
(percentila a 75%) din distributia AMH observata. In ambele protocoale, percentila a 75° a fost identici
(5.0 ng/ml = 37,4 pmol/1). In analiza retrospectivi, o suti cincizeci si cinci de femei tratate in protocolul
lung cu agonist al GnRH (76 si 79 in grupurile HP-hMG si, respectiv, rFSH) si 188 de femei in protocolul
cu antagonist al GnRH (87 si 101 in HP-hMG si, respectiv, grupurile rFSH) au fost clasificate ca
potentiale cu raspuns ridicat.

In fiecare protocol, caracteristicile initiale, datele de sfarsit de stimulare, rispunsul ovarian si
datele embrionare au fost comparate intre femeile grupate in functie de valoarea lor AMH in ziua 1 de
stimulare (> 75 versus < percentila 75). S-au efectuat analize similare pentru potentialele cu raspunsuri
mari, comparand tratamentele cu gonadotropind (HP-hMG versus rFSH) in cadrul fiecdrui protocol.
Datele continue si categorice au fost comparate folosind testul Wilcoxon si, respectiv, testul Chi-Square
sau Fisher exact. Pentru potentialele cu raspuns ridicat, riscul de rispuns ridicat (>15 ovocite extrase) si
sansa de a avea nasteri vii au fost comparate intre tratamente folosind testul Chi-Square. Diferentele
observate in ratele de nasteri vii intre grupurile de tratament cu gonadotropini au fost analizate in
continuare in populatia comund de potentiale cu raspuns ridicat din ambele protocoale pentru a determina
daca ar putea fi atribuite caracteristicilor initiale sau variabilelor de sfarsit de stimulare. Pentru fiecare
variabild, a fost montat un model de regresie logistica, incluzand grupul de tratament si variabila in cauza
in predictorul liniar. Doar ciclurile de tratament proaspete au fost incluse in prezentul set de date.

5. Rezultate

Categoria AMH ridicat comparativ cu categoria AMH non-ridicat

Atat in protocolul lung cu agonist, cat si in protocolul cu antagonist, femeile din categoria AMH
ridicatd s-au caracterizat prin varstd mai micd, lungime mai mare a ciclului menstrual, AFC mai mare,
FSH mai scizut si volum ovarian mai mare la inceputul stimuldrii decat femeile din categoria cu AMH
non-ridicat. (p £0,003 pentru ficcare variabild). Aceste caracteristici sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. Datele demografice si initiale, la sfarsitul stimularii, ovocite si embrioni ale femeilor
grupate dupd concentratia de AMH la inceputul stimuldrii (quartilele 1-3 versus quartila 4).

Protocol lung cu agonist al GnRH Protocol cu antagonist al GnRH
AMH Ql-|AMH Q4 AMH Ql-[AMH Q4
Q3 Q3
< percentila|> percentila|p < percentila|> percentila|p
75 (55,2175 (>5,2 75 (=5.2|75 (>5,2
ng/ml) ng/ml) ng/ml) ng/ml)
Variabil (n =468) (n=155) Valoare® |(n=561) (n=188) Valoare*

Caracteristici clinice
Varsta (ani) |31 (29, 34) |30 (28,32) |<0,001 31(29,33) [30(28,32) [<0,001

IMC (kg/m? |21,9 (20,3,{21,3 (20,1,]0,113 21,9 (20,3,]121,8 (20,5,]0,868
24.0) 23.5) 23.8) 23.5)

Durata ciclu|28 (28, 29) |29 (28, 30) [<0,001 28 (28,29) 129 (28,30) |<0,001

(zile)

Primul ciclu|327 (70%) [104 (67%) 0,517 427 (76%) |134 (71%) |0,186
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Protocol lung cu agonist al GnRH Protocol cu antagonist al GnRH
AMH QIl-|AMH Q4 AMH QI-|AMH Q4
Q3 Q3
< percentila|> percentila|p < percentila|> percentila|p
75 (£5.2175 (>5,2 75 (5,275 (>5,2
ng/ml) ng/ml) ng/ml) ng/ml)

Variabil (n =468) (n=155) Valoare® |(n=561) (n=188) Valoare*

Caracteristici clinice
de tratament,

(%) n

Ziua 1 (inainte de stimulare)

Volum 8,5 (6,0,110,4  (7,7,]1<0,001 10,6 (8,0,]13,2 (9,6,1<0,001
ovarian (ml) |11,8) 14,3) 14,2) 16,8)
AFC (n) 10 (7, 14) 11 (8, 18) <0,001 14 (11, 17) (18 (15,22) [<0,001

Protocol lung cu agonist al GnRH  |Protocol cu antagonist al GnRH

AMH Q1-Q3|AMH Q4 AMH Q1-Q3 AMH Q4

< percentila|> p < percentila 75|> percentila 75[p

75 (<5,2|percentila (5.2 ng/ml) (>5,2 ng/ml)

ng/ml) 75 (>52

ng/ml)

Variabild |(n = 468) (n=155) |Valoare* |[(n=561) (n=188) Valoare*
AMH 302.1,40 7.0  (5.8,[<0,001 (2.4 (1.4,3.6) 6.9 (6.0, 8.7) <0,001
(ng/ml) 8.5)

FSH 38(3.0,49) (34 (2.7,]0,003 7.2 (6.2, 8.5) 6.5(5.7,7.6) <0,001
aum 4.4)
Sfarsitul stimuldrii
Estradiol (nmol/1) 55  (40,8,5 (6,2,]<0,001 5,7 4,1,18,7  (6,3,]<0,001
7,3) 13,0) 8,2) 13,3)
Progesteron (nmol/1) 2,6 (2,0,13,2 (2,4,1<0,001 2,5 (1,9,12,9 (2,1,1<0,001
3.4) 3.9) 3,2) 3,8)
Raport 0,46 (0,35,10,36 <0,001 0,42 0,32 (0,21,[<0,001
progesteron/estradiol 0,63) (0,24, (0,30, 0,44)
0,49) 0,60)
Foliculi >12 mm (n) 108, 13) |15  (12,[<0,001 10 (7,|15 (11, 18) |<0,001
19) 13)
Grosime endometru|11 (9, 12) |11 (10,10,079 10 (9,]11 (10, 12) {0,039
(mm) 12) 12)
Model de ecogenitate|39,49,13 |34, 51, 15]0,544 40,51,9 |36, 54, 10 10,668
endometriald (hipo, izo,
hiper) (%)
Anulare ciclu pentru|2 (<1%) 7 (5%) 0,001 1 (<1%) |1 (<1%) 0,439
hiper-rdspuns ovarian, n
(%)
SHSO precoce|l (<1%) 7 (5%) <0,001 4 (<1%) |8 (4%) 0,003
(moderat/sever), n (%)
Interventie pentru hiper-|2 (<1%) 11 (7%) |[<0,001 16 3%) |19 (10%) |<0,001
raspuns ovarian, n (%)
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Recuperare ovocite
Femei cu recuperare|446 145 0,392 537 185 0,088
ovocite, n (%) (95%) (94%) (96%) (98%)
Ovocite recuperate (1) 9(6,12) |14 (10,1<0,001 |8 (5,11) (12 (9, 17) |<0,001
18)
Femei cu >15 ovocite|76 (16%) |65 (42%) |<0,001 |63 (11%) |76 (40%) |<0,001
recuperate, n (%)
Date despre fertilizare si embrioni
Rata de fertilizare (%) 60 (33,152 (29,10,091 60 (43,158 (42,10,193
75) 70) 75) 71)
Protocol lung cu agonist al GnRH Protocol cu antagonist al GnRH
AMH QI-|AMH Q4 AMH QI-|AMH Q4
Q3 Q3
< percentila|> percentila|p < percentila|> percentila|p
75 (<5.2(75 (>5,2 75 (5,275 (>5,2
ng/ml) ng/ml) ng/ml) ng/ml)
Variabila (n = 468) (n=155) [Valoare* |(n=561) (n=188) [Valoare*
Embrioni, ziua 3|2 (1, 5) 3(2,6) 0,029
(n)
Femei cu|199 (45%) |73 (50%) 0,229
embrion(i) de
calitate
superioard, ziua
3, n (%)f
Blastocisti, ziua 2(1,4) 3(1,6) <0,001
5 (n)
Femei cu 266 (50%) [106 (57%) [0,068
blastocist(sti) de
buna  calitate,
ziva 5, n (%)%
Femei cu (397 (89%) (122 (84%) 0,119 462 (86%) |159 (86%) 10,976
transfer, n (%)

Valorile sunt mediane (IQR) daci nu se indica altfel.

“Test Wilcoxon (date continue); Test Chi-Square sau test Fisher exact (date pe
categorii). TEmbrionii de calitate superioard au fost definiti ca 4-5 celule in ziua 2, >7 celule in
ziua 3, blastomeri de dimensiuni egale si fragmentare <20% in ziua 3 si fard multinucletie.

iBlastocistii de buni calitate au fost definiti ca blastocisti cu un scor de expansiune si
ecloziune >4 si cu masd celulard internd si grad de trofectoderm de A sau B, folosind definitiile
descrise de Gardner & Schoolcraft, In-vitro culture of human blastocysts, In "TOWARDS
REPRODUCTIVE CERTAINTY: FERTILITY AND GENETICS BEYOND 1998, Jansen &
Mortimer, ed. (The Parthenon Publishing Group, New York 1999), pg. 378-88.

Printre femeile cu ovocite recuperate.

Analiza retrospectivd a relevat faptul cd, independent de protocolul utilizat, femeile cu AMH
ridicat au prezentat semnificativ (p < 0,001 pentru ficcare variabild) niveluri serice mai ridicate de
estradiol si progesteron, precum si un numar crescut de foliculi in crestere >12 mm la sfarsitul stimularii.
In plus, femeile cu AMH mare au avut semnificativ (p < 0,003 pentru fiecare variabild) mai multe ovocite
extrase, aparifia crescutd a raspunsului ridicat, frecventa mai mare a SHSO precoce si interventii pentru
hiper-rispuns. In protocolul lung cu agonist, anularea ciclului din cauza hiper-rispunsului ovarian a
apdrut mai frecvent in randul femeilor din categoria AMH ridicatad (p = 0,001). La sfarsitul stimularii, nu
s-au observat diferente relevante clinic in grosimea endometrului sau modelele de ecogenitate intre cele
doud categorii de AMH. Semnificativ mai multi embrioni in ziua 3 (protocol lung cu agonist: p = 0,029)
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sau blastocistii in ziua 5 (protocol cu antagonist: p < 0,001) au fost disponibili la femeile cu AMH ridicat,
dar proportia de femei cu embrioni de calitate superioard sau blastocist(sti) de buni calitate a fost similard
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in cele doud categorii de AMH.
6. Stimularea HP-hMG versus rFSH in Categoria AMH Ridicat

In cadrul fiecarui protocol, nu au existat diferente relevante din punct de vedere clinic intre cele
doud grupuri de tratament cu gonadotropini din categoria AMH ridicat in ceea ce priveste demografia,
istoricul de fertilitate si markerii rezervei ovariene, asa cum se aratd in Tabelul 2 de mai jos. IMC a fost
semnificativ mai mic la femeile tratate cu rFSH, dar nu s-a considerat a fi de relevanta clinicd. (Cu toate
acestea, este posibil ca un IMC mai mare s reducd raspunsul ovarian.) La sfarsitul stimuldrii, niveluri
mai mari de estradiol (p = 0,012) si niveluri mai scizute de progesteron (p < 0,001) au fost observate cu

17

HP-hMG in protocolul cu antagonist si respectiv protocolul lung cu agonist.

Tabelul 2. Comparatia caracteristicilor liniei de baza, la sfarsitul stimuldrii, ale ovocitelor si
embrionului intre femeile tratate cu HP-hMG si tFSH, cu potential de a fi cu raspuns ridicat la un AMH

ridicat la inceputul stimuldrii.

Protocol lung cu agonist al GnRH Protocol cu antagonist al GnRH
AMH Q4: > percentila 75 (>5,2 ng/ml) AMH Q4: > percentila 75 (>5,2 ng/ml
HP-hMG rFSH P HP-hMG rFSH p
Variabil (n=176) (n=179) Valoare® |(n=87) (n=101) Valoare”
Caracteristici
clinice
Varsta (ani) 30 (28, 32) 30 (28, 32) 0,743 30 (28, 33) 30 (28,31) 0,039
IMC (kg/m? |22.5 20.8 0,002 22.1 21.6 0,022
(20.7,23.8) (19.8,22.8) (21.0,23.9) (20.1,23.0)
Durata ciclu|29 (28, 30) 29 (28, 30) 0,682 29 (28, 30) 29 (28,31 0,382
(zile)
Primul ciclu de|52 (68%) 52 (66%) 0,731 57 (66%) 77 (76%) 0,105
tratament, n
(%)
Ziva 1 (inainte
de incepere
stimulare)
Volum ovarian|10,3 (7,9,]110,5 (7,7,10,807 13,4 9,1,]113,0 9,9,10,885
(ml) 13,9) 14,8) 17,0) 16,7)
AFC (n) 12 (8, 20) 11 (8, 16) 0,486 18 (15,22) 18 (15,22) 0,934
AMH (ng/ml) [7,0 (5,9, 8,5) |7,0(5,7,8,4) (0,912 7,1(6,2,8,7) 16,8 (6,0, 8,3) (0,347
FSH (1UN) 3,2(2,6,4,4) 13,6 (2,8,4,4) (0,257 6,7 (5,6,7,7) |6,4(5,7,7,5) 10,251
Sfarsitul stimuldrii
Estradiol (nmol/1) 8,7 6,4,18,4 (6,1,]0,736 9,7 7,8 0,012
13,0) 12,8) (6.8, |55,
14,8) |12,4)
Progesteron (nmol/1) 2,7 (1,9, 3,6)|3,6 (2,8, 4,5)(<0,001 2.8 3,0 0,857
2,1, |21,
3,9) 3,8)
Raport 0,31 (0,21,0,43 (0,30,]<0,001 0,26 0,34 0,011
progesteron/estradiol 0,42) 0,52) (0,20, (0,24,
0,41) 10,47)
Foliculi >12 mm () 15(12,18) [16(13,19) |0,274 14 (11,]16 (12,(0,064
18) 19)
Grosime endometru (mm) |11(10,12) 11(10,12) 0,522 11 (10,]11 (10,(0,478
12) 12)
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Sfarsitul stimuldrii
Model de  ecogenitate|44,43, 13 24, 60,17 10,033 31, 58,41, 50,]0,386
endometriald  (hipo, izo, 11 9
hiper) (%)
Anularea ciclului pentru|3 (4%) 4 (5%) 1,000 0(0%) |1 -
hiper-raspunsul ovarian, n (<1%)
(%)
Protocol lung cu agonist al GnRH Protocol cu antagonist al
GnRH
AMH Q4: > percentila 75 (>5,2|AMH Q4: > percentila 75
ng/ml) (>5,2 ng/ml
HP-hMG rFSH p HP- rFSH |p
hMG
Variabil (n=76) (n=179) Valoare* |(n =((n =|Valoare*
87) 101)
SHSO precoce|3 (4%) 4 (5%) 1,000 3(3%) |5 (5%) (0,727
(moderat/sever), n (%)
Interventie pentru hiper-|5 (7%) 6 (8%) 1,000 7(8%) |12 0,470
raspuns ovarian, n (%) (12%)

Recuperare ovocite

Femei cu recuperare ovocite, 7|72 (95%) (73 (92%) (0,555 |85 (98%) 100 0,475

(%) (99%)

Ovocite recuperate (n) 12 (9, 16) |15 (11,20) (0,007 |12 (8, 15)|14 (10,]0,033

19)
Femeile cu > 15 ovocite extrase, |25 (33%) |40 (51%) (0,025 (27 (31%) |49 (49%) 0,015
n (%)
Date despre fertilizare si embrioni

Rata de fertilizare (%) 50 (27,156 (35, 69)[0,826 |57 (43,|60 (41,]0,663
73) 69) 73)

Embrioni in ziua 3 (n) 3(2,6) [4(2,6) 0,806

Femei cu embrion(i) de calitate|38 (53%) |35 (48%) (0,561
superioard in ziua 3, n (%) T

Blastocisti in ziua 5 (n) 3(1,6) |3(1,6) 0,969
Femeile cu blastocist(sti) de 55 (65%) |51 (51%) |0,060
buni calitate in ziua 5, n (%)

Femei cu transfer, n (%) 61 (85%) |61 (84%) (0,848 |72 (85%) |87 (87%) 10,655

Valorile sunt mediane (IQR) dacd nu se indici altfel.

“ Testul Wilcoxon (date continue); Testul Chi-Square sau testul Fisher exact (date pe categorii).
+tEmbrionii de calitate superioard au fost definiti ca 4-5 celule in ziua 2, >7 celule in ziua 3,
blastomeri de dimensiuni egale si fragmentare <20% in ziua 3 si fard multinucleatie.
iBlastocistii de buni calitate au fost definiti ca blastocisti cu un scor de expansiune si ecloziune
>4 si cu masd celulard internd si grad de trofectoderm de A sau B, folosind definitiile descrise
de Gardner & Schoolcraft, supra.

Printre femeile cu ovocite extrase.

Analiza retrospectivd a evidentiat cd HP-hMG a fost asociat cu un numir mediu mai mic de

5 ovocite extrase la femeile cu AMH ridicat, in comparatie cu rFSH (protocol lung cu agonist: -3 ovocite, p
= 0,007; protocol cu antagonist: -2 ovocite, p = 0,033). In ambele protocoale, procentul de femei cu un
raspuns ovarian ridicat a fost semnificativ mai mic pentru HP-hMG comparativ cu rFSH (protocol cu
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agonist lung: 33% fatd de 51%, p = 0,025; protocol cu antagonist: 31% fatd de 49%, p = 0,015) (a se
vedea Figura 1A). Prin urmare, riscul de raspuns ridicat a fost redus cu HP-hMG cu 35 si, respectiv, 37%.
Nu au existat diferente aparente intre cele doud grupuri de gonadotropine in ceea ce priveste anuldrile
ciclului din cauza raspunsului excesiv, SHSO precoce moderat/sever sau intervenfii pentru raspuns
excesiv in oricare dintre protocoale.

In cadrul fiecirui protocol, rata de fertilizare, numirul de embrioni/blastocisti disponibili pentru
transfer, femeile cu embrion(i) de calitate superioard/blastocist(sti) de buni calitate si procentele de femei
cu transfer au fost similare intre grupurile HP-hMG si rFSH in categoria AMH inalt. Cu toate acestea, in
ambele protocoale o tendinta statisticd (p < 0,10) pentru rata imbunati{itd a nasterilor vii pe ciclu la
inceput a fost observatd pentru HP-hMG comparativ cu tFSH (a se vedea Figura 1B). Cand a fost limitata
la femeile cu transfer de embrioni, diferenta in rata nasterilor vii dintre HP-hMG si tFSH a fost
semnificativa statistic (p = 0,043) in protocolul cu antagonist.

Cand au fost integrate datele femeilor cu AMH ridicat din ambele protocoale, tratamentul cu HP-
hMG a fost asociat cu o incidentd semnificativ mai mica a rdspunsului ridicat (32% (52/163) fata de 49%
(89/180), p < 0,001) si cresterea ratei nasterilor vii pe ciclu la inceput 34% (55/163) fata de 22% (39/180),
p = 0,012), precum si pe ciclu de transfer embrionar (41% (55/133) fata de 26% (39/148), p = 0,008)
comparativ cu tratamentul cu rFSH. Analiza de regresie logisticd (Tabelul 3 de mai jos) a indicat faptul ca
tipul de protocol GnRH nu a explicat diferenta dintre ratele de nasteri vii dintre HP-hMG si rFSH,
deoarece a ramas semnificativ (p = 0,012) in analiza ajustati. Probabilitatea unei nasteri vii a crescut
semnificativ odatd cu disponibilitatea unui embrion de calitate superioard/blastocist de bund calitate
pentru transfer (p < 0,001), in timp ce un nivel crescut de progesteron (p = 0,042) si cresterea raportului
progesteron/estradiol (p = 0,042) la sfarsitul stimuldrii a scizut semnificativ probabilitatea de nasteri vii
(Tabelul 3 de mai jos). Cu toate acestea, in toate analizele ajustate, diferenta dintre cele doud preparate de
gonadotropini a rimas semnificativa (p < 0,05) indicind faptul ci rata mai mare a nasterilor vii la femeile
cu AMH ridicat si stimulate cu HP-hMG nu a putut fi atribuitd diferentelor dintre variabilele de baza si de
sfarsit de stimulare examinate.

Tabelul 3. Analiza de regresie logisticd a ratei de nasteri vii cu ajustarea caracteristicilor liniei de
baza sau variabilele de sférsit de stimulare.

Populatia generald de potentiale cu
raspunsuri ridicate (n = 343)

Variabile OR [95% CI] Valoare P*
Ajustarea tipului de protocol de stimulare

Protocol cu antagonist vs. protocol lung cu agonist 1,11 [0,69; 1,80] 0,666

HP-hMG vs. rFSH 1,85[1,14; 2,99] 0,012
Ajustare in functie de varsta

Varsta (ani) 1,00 [0,92; 1,09] 0,975

HP-hMG vs. rFSH 1,84 [1,14; 2,98] 0,013
Ajustare pentru IMC

IMC (kg/m?) 1,03 [0,92; 1,15] 0,579

HP-hMG vs. rFSH 1,79 [1,10; 2,92] 0,020
Ajustare pentru lungimea ciclului menstrual

Durata ciclu (zile) 1,05 [0,92; 1,19] 0,500

HP-hMG vs. rFSH 1,84 [1,14; 2,98] 0,013
Ajustare pentru primul ciclu de tratament

Primul ciclu de tratament 1,09 [0,65; 1,85] 0,737

HP-hMG vs. rFSH 1,85[1,14; 2,99] 0,012
Ajustare pentru numirul total de foliculi in ziua 1 de
stimulare

Numdrul total de foliculi 0,99 [0,96; 1,02] 0,435

HP-hMG vs. rFSH 1,89 [1,16; 3,07] 0,010
Ajustare pentru FSH in ziua 1 de stimulare
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Populatia generald de potentiale cu
raspunsuri ridicate (n = 343)
Variabile OR [95% CI] Valoare P*
FSH (1U/1) 1,10 [1,00; 1,21] 0,060
HP-hMG vs. tFSH 1,89 [1,16; 3,06] 0,010
Ajustare pentru estradiol la sfarsitul stimuldrii
Estradiol (nmol/l) 0,99 [0,96; 1,03] 0,716
HP-hMG vs. tFSH 1,85[1,14; 3,01] 0,013
Ajustare pentru progesteron la sfarsitul stimularii
Progesteron (nmol/1) 0,84 [0,71; 0,99] 0,042
HP-hMG vs. rfFSH 1,76 [1,08; 2,87] 0,024
Ajustare pentru progesteron/estradiol la  sfarsitul
stimularii
Progesteron/estradiol 0,26 [0,07; 0,95] 0,042
HP-hMG vs. tFSH 1,68 [1,02; 2,75] 0,040
Ajustare pentru numarul de foliculi >12 mm la sfarsitul
stimularii
Foliculi >12 mm 1,05 [0,99; 1,10] 0,094
HP-hMG vs. tFSH 1,93 [1,18; 3,16] 0,008
Reglarea grosimii endometriale la sfarsitul stimuldrii
Grosime endometru (mm) 0,97 [0,85; 1,10] 0,653
HP-hMG vs. tFSH 1,84 [1,13; 2,99] 0,014
Ajustare pentru numirul de ovocite extrase
Numir de ovocite extrase 1,00 [0,96; 1,04] 0,973
HP-hMG vs. tFSH 1,85[1,13; 3,02] 0,014
Ajustare pentru embrion(i) de calitate
superioard/blastocist(i) de buni calitate in zina
>1 embrion de calitate superioard/blastocist de buni|2,61 [1,48; 4,61] <0,001
calitate
HP-hMG vs. tFSH 1,80 [1,08; 3,00] 0,025
OR = raport diferentd; CI = intervalul de incredere Wald
aTest Wald cu doud cii de OR = 1 (fara efect).

Aceste rezultate aratd ca prevalenta pacientilor cu un rdspuns ovarian ridicat (adici >15 ovocite
extrase) a fost de aproximativ trei ori mai mare la femeile cu AMH crescutd (>5,2 ng/ml) decat la femeile
din categoria AMH non-ridicata atat Protocol lung cu agonist al GnRH si cu antagonist al GnRH. Desi
femeile cu AMH mare au prezentat hiper-rdspuns ovarian atit in protocoalele cu antagonist, cat si in
protocolul lung cu agonist, stimularea ovariand cu HP-hMG a fost asociatd cu o ratd de raspuns ridicat
substantial mai mica decat stimularea cu rFSH. Prin urmare, riscul de a dezvolta un rispuns ridicat in
cazul in care este prezis un rispuns excesiv poate fi redus cu aproximativ o treime prin utilizarca HP-
hMG in loc de FSH pentru stimularea ovariand controlatd, chiar si in protocolul antagonist GnRH.

Fara a fi legat de nicio teorie, este posibil ca rdspunsul ovarian mai moderat cu HP-hMG si, in
consecintd, riscul redus de hiper-raspuns cu HP-hMG in comparatie cu rFSH, sa fie atribuite cel putin
partial izoformei diferite de FSH. profilurile HP-hMG si 1FSH, care pot influenta biopotenta in vivo la om
si, prin urmare, rata raspunsului ovarian ridicat in rindul potentialilor cu rispuns ridicat. Alti factori care
contribuie pot fi activitatea LH furnizatd de HP-hMG care nu este prezentd in rFSH si profilul izoformei
FSH post-menopauza gisit in activitatea FSH a HP-hMG.

Analizele de regresie logistica in populatia generald nu au identificat nicio variabild(variabile)
specific care si explice diferitele rate ale nasterilor vii intre stimularea HP-hMG si tFSH, dar au indicat
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cd nivelurile de progesteron si raporturile progesteron/estradiol la sfarsitul stimuldrii si disponibilitatea. de
embrioni de calitate superioard/blastocisti de bund calitate (asa cum au fost evaluati morfologic;
aneuploidia nu a fost evaluatd) au influentat ratele de nasteri vii.

Solicitantii au constatat faptul cd evaluarea vizuala a ovocitului/embrionului in ziua a treia dupa
extragere [vezi de exemplu Ziebe si colab., Human Reproduction 22(9) 2404-13 (2007)] nu furnizeazi
nicio indicatic de ancuploidie. Intr-adevir, solicitantii au constatat faptul ci nu este neobisnuit ca
ovocitul/embrionul "cel mai bine aspectat” (pe baza evaludrii vizuale din ziua a treia) sd fie considerat
aneuploid (in urma analizei cromozomiale/screeningului genetic) si sd conduca la un rezultat nereusit.
Prin urmare, este nevoie de o tehnicd care sd mareasca probabilitatea dezvoltarii blastocistilor euploide
(scade proportia/procentul de blastocisti aneuploide), astfel incit s reducd accentul pus pe evaluarea
vizuald a ovocitului/embrionului.

O analiza suplimentara a rezultatelor a sugerat inventatorilor faptul c3 utilizarea HP-hMG pentru
stimularea controlati a ovarelor are un efect direct asupra imbunatitirii calitatii ovocitelor si poate reduce
rata aneuploidiei si indica faptul cd progesteronul, raportul progesteron/estradiol si calitatea embrionului
joaca un rol in rezultatul tratamentului la pacientii cu risc de hiper-rispuns pe baza nivelurilor serice
ridicate de AMH.

Exemplul 2 - Studiu Clinic Prospectiv

Un studiu clinic de faza IV randomizat, evaluator-orb care compard HP-hMG si rFSH intr-un
ciclu de antagonist al GnRH cu transferul obligatoriu de un singur blastocist intr-o populatic de subiecti
cu raspuns ridicat este planificat pentru Statele Unite. Scopul acestui studiu este de a demonstra faptul ci
HP-hMG este cel putin non-inferior rFSH in ceea ce priveste rata sarcinii in curs (OPR) la potentialele
inalt respondente care urmeaza tratament FIV/ICSI. Subiectii vor fi clasificafi prospectiv ca potentiali cu
raspuns ovarian ridicat pe baza unui nivel seric de AMH > 5,0 ng/ml (de exemplu, > 5,2 ng/ml) prin testul
Beckmann-Coulter Gen 2 asa cum este descris in Arce si colab., Fertility and Sterility 99: 1644-53
(2013), folosind un singur laborator de referinti (ReproSource, Inc., Woburn, MA) utilizind materiale si
reactivi din testul Beckman Coulter-DSL (Chaska, MN).

Studiul multicentric de faza IV, randomizat, deschis, evaluator-orb, grup paralel, va fi efectuat la
aproximativ 25-30 de centre de infertilitate din Statele Unite. Aproximativ 600 de femei vor fi inscrise.
Subiectii trebuie sd aiba intre 21 si 36 de ani, cu cicluri menstruale ovulatorii regulate de 21 pana la 35 de
zile, chiar si pani la 45 de zile (21 pana la 45 de zile), cu un indice de masa corporald (IMC) intre 18 si 32
kg/m?, sau 18 si 30 kg/m?, infertilitate inexplicabild sau usoard a factorului masculin pentru o perioadi de
>1 an, eligibild pentru ICSI conform investigatorului si AMH > 5,0 ng/ml (de exemplu, > 5,2 ng/ml).
Criteriile suplimentare de includere pot fi avand un AFC >10, >15, >18 sau >20 in ambele ovare
combinate. Criteriile cheie de excludere includ endometrioza stadiul I-IV, infertilitatea severd a factorilor
masculini, sindromul ovarului polichistic (PCOS) si raspunsul anterior slab la un ciclu COS. Criteriile
suplimentare de excludere pot fi un AFC < 8 sau < 10 in ambele ovare combinate.

Protocolul de bazd este schitat in Figura 2. Optional, pilulele contraceptive orale combinate
(COCP) incepute in ciclul menstrual anterior vor fi continuate pentru maximum 21 de zile. Subiectii vor
fi randomizati 1:1 pentru a suferi COS fie cu HP-hMG, fie cu rFSH intr-un ciclu de antagonist al GnRH.
Dupa intreruperca COCP, gonadotropinele (fie HP-hMG, fie tFSH) vor fi incepute in a 3° zi a sangerarii
de intrerupere, dar nu mai devreme de a 5 zi dupd intreruperea COCP. Doza de gonadotropind va fi
initiatd la 150 UI in primele 5 zile. Incepand cu Ziua 6 de stimulare, pe baza rispunsului folicular evaluat
de TVUS, doza poate fi ajustatd in fiecare zi, dupad cum este necesar, cu 75 Ul per ajustare. Cu toate
acestea, doza maxima de gonadotropind va fi de 300 Ul/zi; Doza de gonadotropini poate continua timp de
maximum 20 de zile. Dozarea sub limita este interzisa.

Cand foliculul principal este > 14 mm in diametru, antagonistul GnRH (acetat de ganirelix) va fi
initiat la o doz3 zilnici de 0,25 mg si va fi continuat pe toatd perioada de tratament cu gonadotropina. Se
va administra o singurd injectic de 250 pg hCG (coriogonadotropind alfa) pentru a induce maturarea
foliculara finald, de indati ce 3 foliculi cu diametrul > 17 mm sunt observati pe TVUS. Daca un subiect
are >25 de foliculi, acesta va primi un declansator agonist al GnRH si tofi blastocistii rezultati vor fi
vitrificati dupd biopsia trofoectodermului, fard transfer de embrioni proaspdt pentru a scidea riscul de
SHSO.

Recuperarea ovocitelor va avea loc la aproximativ 36 de ore dupd administrarea hCG. Ovocitele
vor fi inseminate folosind spermatozoizi partener prin ICSI la 4+1 ore dupd extragere. Calitatca
ovocitului, embrionului si blastocistului va fi evaluati zilnic timp de 5 zile dupa extragerea ovocitelor. In
ziua 5 dupa ICSI, va fi transferat un singur blastocist de cea mai buni calitate disponibild; toti blastocistii
ramasi vor fi inghetati folosind metoda de vitrificare.

Biopsia trofoectodermului (TE) pentru screening genetic pre-implantare (PGS), optional cu
tehnologie de secventiere de generatie urmitoare (NGS), se va efectua cu laser in Ziua 5 sau Ziua 6 de
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blastocist expandat, dar rezultatele nu vor fi utilizate pentru a determina selectia unui blastocist. pentru
transfer proaspat.

A doua zi dupa extragerea ovocitelor, se introduce progesteron vaginal (100 mg de doud ori pe zi
- Endometrin®; Ferring) va fi initiat pentru sustinerea fazei luteale si va continua pani in ziua testului p-
hCG (10 pand la 15 zile dupd transferul blastocist/embrion). Suportul luteal poate fi continuat pani la
confirmarea sarcinii in curs.

Sarcina biochimicad va fi confirmatd de un B-hCG pozitiv la aproximativ 2 sdptimani dupd
transferul de blastocist. Sarcina clinica va fi confirmata de TVUS indicind cel putin un sac gestational
intrauterin cu batdi ale inimii fetale la 5 pand la 6 sdptdmani de gestatie. Sarcina in curs va fi confirmata
de cel putin un fat intrauterin viabil la 10 pand la 11 sdptdmani de gestatie.

Pentru subiectii fird sarcind in curs de desfasurare in ciclul proaspat, transferurile unice de
blastocist congelat pot fi initiate in decurs de 1 an de la inceperea tratamentului fiecirui subiect.
Rezultatele PGS vor fi utilizate pentru a selecta blastocistii euploizi pentru transferul congelat. Se vor
colecta date ciclului de inlocuire a embrionului congelat-decongelat, inclusiv informatii despre transferul
de blastocist, testul B-hCG, sarcina clinici si sarcina in curs

Urmdrirea post-test va include colectarea de informatii despre nasteri (ndscuti-vii si sdnitatea
neonatald), care vor fi colectate pentru toti subiectii cu o sarcind in curs in ciclul proaspit sau ciclurile de
inlocuire a embrionilor congelati-dezghetati de 1 an post-randomizare. Rata de nasteri vii dupa ciclul
proaspat si rata cumulativa de nasteri vii dupa ciclurile de inlocuire a embrionului proaspdt si de 1 an
post-randomizare congelati-dezghetati vor fi evaluate ca parte a urmririi post-test.

HP-hMG utilizat va fi Menopur, furnizat sub forma de flacon cu pulbere (75 Ul activitate FSH si
75 UI activitate LH) si 2 seringi pre-umplute cu solvent (fiecare confinind 1,1 ml). Dupa reconstituire,
fiecare flacon elibereazd 75 Ul de activitate FSH si 75 Ul de activitate LH.

FSH utilizat va fi FSH recombinant (GONAL-F), furnizat sub forma de stilou injector si cartuse
umplute cu 300, 450 sau 900 UT activitate FSH /1,08 ml solutie injectabila.

Celelalte medicamente utilizate vor fi:

= QGanirelix acetat injectabil, produs de Merck, furnizat sub formi de seringd pre-umpluti
(0,5 ml) care clibercazad 0,25 mg ganirelix. O dozi zilnica de 0,25 mg va fi continuata pe toatd
perioada de tratament cu gonadotropind.

= QOvidrel (coriogonadotropind alfa), produs de EMD Serono, furnizat sub forma de
seringd pre-umplutd (0,5 ml) care elibereazad 250 pg coriogonadotropind alfa, care urmeaza si fie
administrat ca o singurd injectie, de indati ce 3 foliculi cu diametrul > 17 mm sunt observati pe

TVUS.

*  Endometrinul (progesteronul), fabricat de Ferring, va fi furnizat sub forma de capsule

pentru a fi administrat vaginal de 2 ori pe zi, fiecare eliberand 100 mg de progesteron (200

mg/zi).

Obiectivul principal este rata sarcinii in curs, definiti ca prezenfa a cel putin unei sarcini
intrauterine cu un fat viabil cu bitii ale inimii fetale detectabile la 10-11 siptdmani de gestatic.
Obiectivele secundare includ:

= rata de sarcind biochimicd (B-hCG pozitiva)

= rata clinica a sarcinii (ecografia transvaginald care arati cel putin un sac gestational
intrauterin cu bati ale inimii fetale la 5-6 saptimani de gestatic)

= Pierderea timpuric a sarcinii (definitd ca 2 teste B-hCG pozitive, dar nicio sarcind in
curs la 10-11 sdptdmani de gestatie in ciclul proaspit.)

*  rata natalitafii vii

= dezvoltarea foliculard, asa cum este evaluati de TVUS, nivelul foliculului (numérul
total de foliculi, numarul de foliculi <9mm, 10-11 mm, 12-14 mm, 15-16 mm si >17 mm) si
nivelul subiectului (cea mai mare dimensiune a foliculului, medie dimensiunea foliculului,
dimensiunea medie a 3 foliculi cei mai mari i numérul mediu de foliculi >17 mm, >15 mm si

>12 mm).

=  profil endocrin (estradiol seric [E2], progesteron [P4], hCG, LH)
=  ovocite extrase, rata de fertilizare si calitatea embrionului

Numirul de ovocite extrase, numarul de ovocite in metafaza II si numarul de ovocite fertilizate
normal (2PN) vor fi rezumate prin distributia frecventei si prin statistici descriptive pentru fiecare grup de
tratament.

Stadiul de maturitate a ovocitelor va fi evaluat inainte de a fi supus ICSI. Stadiul de maturitate va
fi clasificat ca veziculd germinald, metafaza I, metafaza II, degenerati sau altele.

Rata de fertilizare va fi exprimati ca procent pentru fiecare subiect si calculata ca de 100 de ori
raportul dintre numéirul de ovocite 2PN fertilizate si numdarul de ovocite extrase.
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Calitatea embrionilor la 3 zile dupd extragerea ovocitelor va fi evaluatd prin stadiul de clivaj,
uniformitatea blastomerului, dimensiunea celulei, gradul de fragmentare si semnele vizuale de
multinucleare.

Calitatea blastocistilor la 5 zile dupd extragerea ovocitelor va fi evaluatd prin expansiunea
blastocistului si starea de ecloziune, gradarea masei celulare interioare a blastocistului si gradarea
trofectodermului. Distributiile de frecventd vor fi furnizate pentru fiecare grup de tratament la nivel de
blastocist. Blastocistul de cea mai buni calitate 1a 5 zile dupi extragerea ovocitelor la nivel de subiect va
fi rezumat pentru blastocisti de calitate excelentd si blastocisti de buna calitate separat prin tratament
folosind statistici descriptive.

* rata aneuploidiei

Rata aneuploidiei va fi exprimata ca procent pentru fiecare subiect si calculata ca de 100 de ori
raportul dintre numarul de blastocisti aneuploide si numdrul total de blastocisti. Numdrul de blastocisti
aneuploide poate fi determinat, de exemplu prin metodele descrise mai sus (de exemplu, analizi
cromazomald, cum ar fi PGS, CCS).

* evaluarea endometrului prin TVUS

Grosimea endometriului si modelul de ecogenitate vor fi rezumate prin distribufia frecventei si
prin statistici descriptive, dupd caz, pentru fiecare grup de tratament in ziua 6 de stimulare, ultima zi de
stimulare si in momentul transferului blastocistului in ciclul proaspt.

Testare Embrion si Blastocist.

Numir si Calitate Embrion in Ziua 3

Fiecare embrion va fi evaluat in ziua 3 post-inseminare. Evaluarea calitafii va consta in evaluarea
stadiului de clivaj si a parametrilor morfologiei embrionului (uniformitatea blastomerului, dimensiunea
celulei, gradul de fragmentare si semnele vizuale de multinucleatie). Etapa de clivaj va fi definitd de
numarul de blastomeri.

Uniformitatea blastomerelor va fi clasificatd ca blastomere de dimensiuni egale sau blastomere
de dimensiuni inegale (cel mai mare blastomer >25% mai mare in diametru mediu comparativ cu cel mai
mic blastomer).

Dimensiunea celulei va fi clasificatd ca dimensiune a celulei specifice etapei sau dimensiunca
celulei nu specifice etapei.

Gradul de fragmentare va fi clasificat ca 1 dintre urméitoarele: 0%, 1-10%, 11-20%, 21-25%, 26-
30%, 31-50% sau >50% fragmentare sau total fragmentat ( nu se recunosc blastomeri).

Semnul vizual de multinucleatie va fi evaluat ca da sau nu.

Numar si Calitate Blastocist in Ziua 5

Starea Expansiunii si Eclozarii Blastocistului, Gradarea in Masa a Celulelor Interioare ale
Blastocistului si Gradarea Trofectoderm

Evaluarea calititii blastocistilor in ziua 5 dupd extragerea ovocitelor va consta in evaluarea a 3
parametri: expansiunea blastocistului si starea de ecloziune, gradarea masei celulare interioare a
blastocistului si gradarea trofectodermului. Scorul se bazeaza pe sistemul de clasificare al lui Gardner &
Schoolcraft, 1999 [Gardner DK, Schoolcraft WB. In vitro culture of human blastocysts. In: Towards
reproductive certainty (Ed Jansen R & Mortimer D). The plenary proceedings of the 11th world congress
on in vitro fertilization and human reproductive genetics. The Parthenon Publishing Group. 1999. 378-
88.], cu adaugarea de categorii D pentru masa celulard internd si trofectoderm.

Expansiunea blastocistului si starea de ecloziune vor fi evaluate ca 1 dintre urméitoarele:

1: Un blastocist precoce, blastocelul fiind mai pufin de jumitate din volumul embrionului.

2: Un blastocist cu un blastocel al cirui volum este jumétate sau mai mare decat jumitate din cel
al embrionului.

3: Un blastocist cu un blastocel care umple complet embrionul.

4: Un blastocist expandat cu un volum de blastocel mai mare decat cel al embrionului timpuriu,
cu o zona de subtiere.

5: Un blastocist eclozionat cu trofectodermul care incepe sd hernieze prin zond.

6: Un blastocist eclozionat, in care blastocistul a scipat complet din zoni.

Pentru blastocistii cu statutul de expansiune si ecloziune 3-6, se va evalua gradarea masei
celulare interioare a blastocistului si gradarea trofectodermului.

Clasificarea masei celulare interioare a blastocistului va fi evaluata ca 1 dintre urmatoarele:

A: Stranse, multe celule.

B: Grupate vag, mai multe celule.

C: Foarte putine celule.

D: Masi celulard degenerativa sau fard masa celulara.

Clasificarea trofectodermului va fi evaluata ca 1 dintre urmitoarele:
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A: Multe celule formand un epiteliu coeziv.

B: Putine celule care formeaza un epiteliu lax.

C: Foarte putine, celule mari.

D: Celule degenerative sau foarte mari.

Blastocistii cu starea de expansiune si ecloziune 3-6 vor avea un scor care combind cei 3
parametri (expansiunea blastocistului si starea de ecloziune, masa celulard internd si trofectodermul); de
exemplu, 4AB pentru un blastocist cu expansiune de blastocist si stare de ecloziune 4, gradul de masa
celulard internd A si gradul B de trofectoderm.

Calitate Generali Blastocist in Ziua 5

Calitatea generald a blastocistului in ziua 5 se bazeazi pe expansiunea blastocistului si starea de
ecloziune, gradarea masei celulare interioare si gradarea trofectodermului.

Blastocistii de calitate excelentd sunt definiti ca fiind cei cu expansiune si stare de ecloziune a
blastocistului 4, 5 sau 6, gradul de masa celulard internd A si gradul de trofectoderm A sau B. Numarul si
procentul de blastocisti de calitate excelentd in ziua 5 este un obiectiv secundar. Aceasta se va baza pe cel
mai bun scor general de calitate al evaludrilor de dupa inseminare din Ziua 5.

Blastocistii de buna calitate sunt definiti ca fiind cei cu expansiune si eclozare a blastocistului 3,
4, 5 sau 6, gradul de masi celulard internd A sau B si trofectodermul gradul A sau B. Numirul si
procentul de blastocisti de bund calitate in ziua 5 se va baza pe cel mai bun scor general de calitate.

Se va calcula numéirul si procentul de blastocisti de calitate excelentd si blastocistii de buna
calitate in ziva 5. Cel mai bun blastocist bazat pe morfologia Zilei 5 va fi transferat.

Evaluare Compactare in Morule

Vor fi evaluati si embrionii care nu au atins stadiul de blastocist in ziua 5, dar sunt morule.
Morulele vor fi clasificate ca 1 dintre urmatoarele 3 optiuni:

Compactat: compactare completd. Celule strins compactate. Membranele celulare individuale nu
mai sunt vizibile.

Compactare: stadiu incipient. Celulele pot fi distinse.

Compactare anormala: compactare regionald sau parfiald sau putine celule (<8) in compactare

Morulele din ziua 5 pot fi luate in considerare pentru cultura extinsd, conform standardului de
ingrijire a investigatorului/locului.

Embrionii din ziua 6 pot fi apoi supusi biopsiei si vitrificarii trofectodermului sau pot fi aruncati.
Calitatea embrionilor din Ziua 6 trebuie evaluata si inregistratd pe eCRF intr-un mod similar cu cel de mai
sus.

Obiectivele post-test includ:

Rata cumulativa a nasterilor vii pentru transferul de blastocisti proaspeti si congelati (definiti ca
proportie de subiecti cu cel putin 1 nastere vie viabild mai mare de 21 de saptimani de gestatic);

Rata de nasteri vii pentru transferul de blastocist proaspdt (definiti ca proportie de subiecti cu cel
putin 1 nastere vie viabild mai mare de 21 de sdptimani de gestatie);

Rata de pierdere timpurie a sarcinii in transferul de blastocist congelat este definitd ca 2 teste
pozitive pentru B-hCG, dar nicio sarcind in curs la 10-11 sdptdmani de gestatie in ciclul congelat;

Rata de pierdere a sarcinii tardive (definitd ca o sarcind confirmata in curs, dar nicio nastere vie

viabild mai mare de 21 de sdptdmani de gestatie); si Rata B-hCG pozitiva, rata de sarcind clinici si rata de
sarcin in curs pentru transferurile de blastocist congelat.
Inventatorii de fatd considerd cd acest studiu va ardta ca stimularea femeilor cu risc de un raspuns ovarian
ridicat la stimularea ovariand controlatd cu HP-hMG imbundtateste calitatea embrionului, creste proportia
de blastocisti euploide, scade proportia de blastocisti aneuploide, scade rata aneuploidei, creste ratele de
sarcind in curs si/sau creste ratele de nasteri vii, in comparatic cu metode comparabile care utilizeaza
hormonul foliculostimulant recombinant (rfFSH) cum este gonadotropind. De exemplu, inventatorii
prezentei cereri de brevet de inventie considera faptul ca acest studiu va ardta ci stimularea femeilor cu
risc de un rispuns ovarian ridicat la stimularea ovariana controlatd cu HP-hMG are ca rezultat mai pufine
ovule, dar o proportic mai mare de blastocisti euploide in comparatie cu metodele comparabile care
utilizeazd rFSH cum este gonadotropina. Mai mult, inventatorii prezentei cereri de brevet de inventie
considera cd acest studiu va arta faptul ca stimularea femeilor cu risc de un rdspuns ovarian ridicat la
stimularea ovariani controlatd cu HP-hMG are ca rezultat mai putine ovule, dar o ratd mai mici de
aneuploidie in comparatie cu metodele comparabile care utilizeaza rFSH cum este gonadotropina.
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(57) Revendiciri:

1. Compozitie cuprinzind menotropind pentru utilizare in tratamentul infertilittii la o pacientad
pentru a promova astfel dezvoltarea de blastocisti euploide pentru un transfer viitor de blastocist la o
pacientd, tratamentul cuprinzand:

identificarea unei paciente avand un nivel seric al hormonului anti-mullerian (AMH) > 5.2 + 0,5
ng/ml si un numdr de foliculi antrali (AFC) > 10 in ambele ovare combinate inainte de
tratament/stimulare; si

administrarea unei doze de, sau a unei doze echivalente cu, 75 pand la 300 UI hMG pe zi, din
ziua 1 pani la cel putin ziua 5 de tratament.

2. Compozitic pentru utilizare conform revendicarii 1 in care tratamentul pentru promovarca
dezvoltdrii blastocistilor euploide pentru un transfer viitor de blastocist creste proportia/procentul de
blastocisti euploide in comparatic cu proportia/procentul de blastocisti aneuploide si/sau reduce rata
aneuploidiei.

3. Comporzitie pentru utilizare conform oricireia dintre revendicirile precedente in care
tratamentul mai cuprinde:

administrarea de hCG pentru a declansa ovulatia.

4. Comporzitie pentru utilizare conform oricireia dintre revendicirile precedente in care
menotropina este menotropind inalt purificatd (HP-hMG).

5. Comporzitie pentru utilizare conform oricireia dintre revendicdrile precedente in care
tratamentul cuprinde o etapd de administrare la o pacientd a unei doze de, sau o dozi echivalenti cu, 75
pand la 200 UI HP-hMG pe zi, din ziua 1 pani la cel putin zina 5 de tratament.

6. Comporzitie pentru utilizare conform oricdreia dintre revendicirile precedente in care
tratamentul cuprinde o etapd de administrare la pacientd a unei doze de, sau echivalentd cu o doza de 150
UI HP-hMG pe zi, din ziua 1 pana la cel putin ziua 5 de tratament.

7. Compozitie pentru utilizare conform oricireia dintre revendicirile precedente, cuprinzand o
etapd suplimentara de administrare a unui antagonist de GnRH in ziua a 6-a de tratament.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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FIGURA 2

Harta de Flux a Modelului de Studiu
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