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En kombination af gonadotrophiner og vaksthormon er .
egnet til behandling af infertilitet hos hejere pattedyr
og mennesker, idet sandsynligheden for graviditet derved
ages. Ved behandlingen kan gonadotrophiner og vaksthormon
injiceres hver for sig, eller der kan anvendes et kom-

binationspraparat indeholdende begge aktive stoffer.
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Den foreliggende opfindelse angdr et middel til behand-
ling af infertilitet hos hgjere pattedyr eller mennesker.

Hpjere pattedyr og mennesker af hunk¢n fpdes med et stort
antal =gcelleanlag. For kvinders vedkommende drejer det
sig om ca. 200.000 zgceller i hvert ovarium. Efter fg¢ds-
len gar mange @gceller til grunde inden k¢nsmodningen, og

der dannes ikke nye.

Eganlaggene ligger omgivet af en ring af epitelceller,
sdkaldte granulosaceller. Egcellen med de omgivende gra-
nulosaceller kaldes folliklen.

Ovariefunktionen hos hgpjere pattedyr og mennesker regule-

res af pituitere k¢nshormoner, kaldet gonadotropiner.

7 Disse omfatter det follikelstimulerende hormon (FSH), som

bevirker follikelmodningen, og det luteiniserende hormon

(LH), der forarsager ovulation eller agl¢sning.

Ved hver menstruations begyndelse pavirkes ovarierne af
FSH-hormonet, hvorved et antal follikler vokser, idet der

" dannes flere lag granulosaceller, og folliklen omgives

tillige af celler dannet ud fra det omgivende bindevav,
de sdkaldte thecaceller.

Efterhadnden tager én follikel fgringen, og de andre gar
tilbage i udvikling. Modningen af denne ene follikel ta-
ger normalt 10-12 dage. Under hele follikelmodningen til-
tager mengden af thecaceller ogsa, og da det er i disse
celler, ¢strogen dannes, vil en stigende udskillelse af
¢strogener vere et resultat af og dermed et madl for fol-

likelmodningen.

Omtrent midt i menstruationscyclus brister den modne fol-
likel under pavirkning af hypofysens LH, og &gget st¢des
ud, ovulation. Egget passerer derved ud i bughulen og op-
fanges af den eneraggeleder, hvorigennem agget fo¢res til



10

15

20

25

30

35

DK 1585428B

livmoderen.

Folliklen, som har udst¢dt =zgget, omdannes til et nyt
hormonproducerende organ, corpus luteum. I lgbet af de
folgende dage ndr corpus luteum sin fulde udvikling og
begynder at producere progesteron tillige med ¢strogener.
Da progesteron kun produceres i corpus luteum, er pavis-
ning af progesteron bevis for, at der er sket en zglgs-

ning og dannet et corpus luteum.

Corpus luteum har en begraznset levetid pd en halv snes
dage. Herefter holder det meget hurtigt op med et funge-
re, og blodets indhold af ¢strogener og progesteron fal-
der pludseligt. Dette fald medfgrer henfald af slimhinden
i livmoderen, og menstruation indtrader som regel 13-14

dage efter ovulationen.

Hypofysens produktion og frig¢relse af FSH og LH styres

dels fra hypothalamus (en del af hjernen beliggende lige

over hypofysen) ved friggrelse af det sdkaldte gonadotro-
pine releasing hormone (GnRH) og dels via en feed-back
mekanisme betinget af ¢gstrogenproduktion i ovarierne.

Afgivelse og virkning af GnRH modificeres ved en sdkaldt
"negativ feed-back mekanisme", idet der i takt med folli-
kelmodningen sker en ¢gget ¢strogenproduktion og dermed en
forgpgelse af blodets koncentration af ¢strogener. Den
forhgjede gstrogenkoncentration virker hammende (dvs. har
en negativ effekt) pad friggrelse af GnRH, hvilket igen
medfgprer nedsat sekretion af FSH og LH fra hypofysen.
Tilsvarende bevirker lave ¢strogenkoncentrationer, at
GnRH-sekretionen ikke hazmmes, og afgivelsen af GnRH fra
hypothalamus vil stimulere friggrelsen af FSH og LH fra
hypofysen.
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Blandt arsagerne til infertilitet hos kvinder kan navnes:
1) Unormal ovariefunktion (uregelmessig cyclus etc.).

2) Nedsat hypothalamus-hypofysefunktion, dvs. hypofyse-
insufficiens, som f¢rer til ovulatorisk svigt (sekun-

der ovariesvigt).

3) Obstruktion (tilstoppelse, forsnavring etc.) af =gge-

lederne (tuba).

4) Endometriosis (tilstedevarelse af membranmateriale af
den type, som beklader livmoderen andre steder i bak-

kenhulrummet.

Det er kendt at behandle infertilitet, som skyldes hypo-
fyseinsufficiens, med injektioner af gonadotropiner,
f.eks. FSH alene eller human menopausal gonadotropin
(hMG), der bestdr af en blanding af FSH og LH. Ved mang-
lende ®glgsning gives i reglen f¢rst daglige injektioner
med preparater, som har FSH-effekt, sdsom menotropin,
indtil et prazovulatorisk ¢strogenniveau i wurin eller
plasma kan pavises. Derefter gives en eller to injektion-
er med choriongonadotropin, som har LH-effekt, hvilket
forer til aglg¢sning og dannelsen og funktionen af et

corpus luteum.

Anvendelsen af ovennavnte gonadotropinpreparater er ikke
nogen sikker behandlingsmetode for infertilitet, idet en
stor procentdel behandlede kvinder ikke opnar graviditet.
Endvidere er der en betydelig risiko forbundet med be-
handlingerne, fordi en virkning kun opnds med store do-
ser, s& der let sker en overstimulation, der kan fore til
store ovariecyster, vaske- eller blodansamlinger i bug-
hulen og vaskeansamling i brysthulen. Der er tillige ri-
siko for flerfold graviditet (tvillinger, trillinger,

firlinger etc.).
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Det er kendt, at insulin og flere af vakstfaktorerne kan
modificere nogle virkninger af gonadotropiner og granulo-
sa-celler (reference 1l). Ved disse undersggelser blev
granulosa-celler fra rotter og svin dyrket med FSH i
serumfrie medier i narver af insulin, insulinlignende
vekstfaktor-1 (IGF-1), transformerende vakstfaktor-beta
(TGF-beta og epidermal vakstfaktor (EGF). Disse forse¢g
viste, at insulin og IGF-1 forggede og EGF inhiberede
disse virkninger af FSH. TGF-beta har vist sig at forgge

granulosa-celle-aromatase-aktivitet (reference 2).

Ved en anden forsggsserie (reference 3) er det vist, at
behandling af ikke-k¢nsmodne rotter med vaksthormon for-
¢ger den gonadotropinstimulerende differentiering af dyr-
kede ovarie-granulosaceller. Heraf kan dog ikke sluttes,
at gonadotropin og vaksthormon sammen afhjelper infer-
tilitet hos hgjere pattedyr eller mennesker, der er k¢ns-

modne.

Den foreliggende opfindelse er baseret pa den overrasken-
de opdagelse, at vaksthormoner har en synergistisk virk-
ning pd gonadotropin til stimulering af ovarie-funktionen
hos udvoksede k¢nsmodne individer og derved afhjzlper in-
fertilitet.

Midlet ifglge opfindelsen er saledes ejendommeligt ved,
at det bestar af eller indeholder gonadotropin FSH og LH
og vaksthormon i blanding eller som adskilte komponenter.

Som fplge af den synergistiske virkning er det muligt at
opnid et mere sikkert resultat, dvs. antallet af infertile
kvinder, som bliver gravide efter en behandling, er pro-
centvis forhgjet. Endvidere kan den ngdvendige dosis af
gonadotropiner nedsattes vesentligt, saledes at faren for

overdosering elimineres eller reduceres starkt.
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Behandlingen kan udf¢gres pa& infertile avlsdyr, sdsom
kger, svin, far og mink. Endvidere kan infertile kvinder
behandles med det omhandlede middel, s& ovariefunktionen

normaliseres, og chancen for graviditet ¢ges betydeligt.

Behandlingen kan udfgres med separate injektioner af
henholdsvis gonadotropiner og humant vaksthormon fordelt
i afpassede tidsintervaller. Den normale behandling med
gonadotropiner bestdr i daglige injektioner med et
gonadotropin-preparat. Ved at supplere denne med injek-
tion hver anden dag af humant vaksthormon g¢ges effekten
betydeligt. Desuden kan man, ved en foretrukken udf¢rel-
sesform for midlet ifplge opfindelsen, anvende et blan-
dingspraparat af gonadotropin og v@ksthormon, idet dosis-
storrelsen af de enkelte komponenter afpasses individu-
elt. Mengden af gonadotropin holdes pa et lavere niveau,
sd overdosering undgds, samtidig med at der opnas en

optimal effekt.

Til gennemfg¢relse af behandlingen benyttes hensigtsmaes-
sigt et middel eller injektionsprazparat, som indeholder
gonadotropin og humant vaksthormon i blanding eller som
adskilte i komponenter i optimal eller individuelt afpas-
sede mangder, fordelt i et fysiologisk acceptabelt bere-

medium.

Det anvendte vaksthormon bgr vare det for individet arts-
specifikke vaksthormon. Til kvinder benyttes derfor sdle-
des humant veksthormon, hGH, der kan veare biosyntetisk

fremstillet.

Infertilitet blandt agtepar anslds til at have en arlig
hyppighed p& 1,2 par for hver 1000 i befolkningen (refe-
rence 4). Af disse par er ca. 20% af infertilitetsproble-
merne forarsaget af unormal gonadotropin-sekretion, som
forer til ovulatorisk svigt (hypogonadotropisk hypogona-

disme, sekunder ovarie-svigt).
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Indikationen for den kombinerede behandling med gonado-
tropin og hGH er hypogonadotropisk hypogonadisme, resis-
tent over for behandling med syntetiske lagemidler, der
stimulerer aglg¢sning (sésom "Clomiphene"®), og hvor heje
doser af gonadotropiner er ngdvendige for at udvikle mod-

ning af follikler og &g.

For patienter med normal gonadotropin-sekretion, men
unormale ovarier (primaer ovarie-svigt) forventes den
kombinerede behandling med gonadotropin og hGH ikke at
medfgre ®glgsning. Derfor er primer ovarie-svigt ikke en

indikation for denne type behandling.

Behandling med gonadotropininfertilitet og hGH kan udfe-
res in vivo, hvor formdlet er at opna modning af en en-
kelt follikel og et &g (oocyte), idet den efterfglgende
befrugtning af dette ®g typisk finder sted pa& naturlig
médde, dvs. i a@ggelederne. Den ovennavnte behandling kan
ogsé anvendes til befrugtning in vitro, hvor formalet er
at opnd sd mange modne follikler og &g som muligt.
Dernzst bliver de bedst udseende &g udtaget (aspireret)
fra patientens ovarier, og efterfglgende befrugtning af
®gget finder sted i laboratoriet. Herefter placeres det
befrugtede =g i patientens livmoder, hvor udviklingen af

agget fortsatter.

Effekten af behandlingen med gonadotropin og hGH for
hypogonadotropisk hypogonadisme illustreres i det efter-
f¢lgende ved hjzlp af fire eksempler. De i alle fire til-
felde benyttede praparater var fglgende:

Human menopausal gonadotropin (hMG) indeholdende meno-
tropin svarende til 75 IU FSH og 75 IU LH pr. ampul.

Human chorionisk gonadotropin (hCG) indeholdende 5000 IU

chorionisk gonadotropin pr. ampul.



10

15

20

25

30

35

DK 1585428

Biosyntetisk human vaksthormon (B-hGH) indeholdende 20 1IU
hCG pr. ampul.

EKSEMPEL 1

In vivo befrugtning

Patientens navn: JN

Alder 35 ar

Medicinsk forhistorie: Menarche (f¢rste ble¢dning) i en
alder af 15 &r. Regelmessige menstruationer i 2 &r, men
sekunder amenorrhea (fraver af menstruationsblgdninger)
efter en alder af 17 &r. Reagerede ikke over for
Clomiphene og fik derefter behandling med hMG og hCG i
tolv cycler, hvorefter hun 5 &r efter blev gravid og
fodte. I de sidste 2 &r blev hun behandlet med hMG med op
til 80 ampuller hMG pr. cyclus uden reaktion (meget lavt
¢strogenniveau og ingen udvikling af follikler).

Forste behandlingscyclus (uden B-hGH).

Daglige injektioner af stigende dosisstg¢rrelser af hMG i
35 dage (ialt 60 ampuller) efterfulgt af injektion af
10.000 IU hCG til induktion af zglgsning. Ingen tilfreds-
stillende follikular udvikling.

Anden behandlingscyclus: (med B-hGH)

Daglige injektioner med stigende doser af hMG i 21 dage
(ialt 28 ampuller) efterfulgt af injektion af 10.000 IU
hCG. I samme periode modtog patienten injektioner af B-
hGH: 20 IU indgivet tre gange pr. uge (ialt 180 IU B-
hGH). Otte veldefinerede follikler blev dannet.

Tredje behandlingscyclus: (med B-hGH). Behandlings-regime
som ovenfor angivet. Ialt 23 ampuller hMG injiceret i 1¢-
bet af 18 dage efterfulgt af 10.000 IU hCG. B-hGH: 150 IU
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EKSEMPEL 2

In vivo befrugtning

Navn: P R
Alder 39 &r

DK 1585428

Medicinsk forhistorie: Prim®r amenorrhoea. Ingen reaktion

over for Clomiphene. Ingen reaktion over for LHRH (lutei-

niserende hormon frigivende hormon).

Fik behandling med

hMG og hCG i ca. 1 &r og beh¢vede 70-75 ampuller hMG pr.

cyclus.

F¢rste behandlingscyclus: (uden B-hGH).

Under 29 dages injektion med ialt 70 ampuller hMG (efter-
fulgt af 10.000 IU hCG) til inducering af dannelse af

follikler.

Anden behandlingscyclus: (med B-hGH).
varighed af behandling: 19 dage.

hMG: 35 ampuller

hCG: 10.000 IU.

B-hGH 120 IU

Resultater: Dannelse af 6 follikler.

Tredje behandlingscyclus: (med B-hGH)
Varighed af behandlingen: 12 dage
hMG: 29 ampuller

hCG: 10.000 IU

B-hGH: 100 IU

Resultat: Dannelse af 8 follikler.
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EKSEMPEL 3

In vitro befrugtning

Navn: LLC

Alder: 39 ar

Medicinsk forhistorie: Menarche i en alder af 11. Uregel-
messig cyclus. For 20 ar siden opstod spontan graviditet
og fgdsel. De sidste f4 &r fik hun clomiphene, gonadotro-
piner alene med LHRH-preparater og flere in vitro be-
frugtningsfors¢g. Der var vanskeligheder ved at f& gode
®g fra denne patient, og hun behgvede op til 160 ampuller
hMG for at f4& maksimalt 2 &g.

Marts 1987 behandlet med 33 ampuller hMG i 11 dage og 100
1IU B-hGH. Dannelse af 10 2g, af hvilke 3 blev befrugtet.

EKSEMPEL 4

In vitro befrugtning

Navn: SH.

Alder 38 ar

Medicinsk forhistorie: I 1982 ektopisk graviditet (udvik-
ling af foster udenfor livmoderen), som blev behandlet
med operation af den h¢gjre =zggeleder (salpingethomi). I
1983 kirurgi ved den venstre aggeleder. Diagnose 2 ar
senere: Massiv pelvisk adhazsion. De sidste 2 ars behand-
ling med Clomiphene og hMG og flere forsgpg med befrugt-

ning in vitro.

November 1986 behandlet med 20 ampuller hMG og buserelin
(=gonadotropin-frigivende hormon) samt B-hGH, hvilket re-
sulterede i dannelse af 3 &g, hvoraf 2 blev befrugtet. Et
af de befrugtede &g blev med held implanteret i livmode-

ren, saledes at patienten blev gravid.

DK 158542B
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Synergistisk effekt af biosyntetisk vaksthormon (Nordi-
trophin® og gonadotropin pd rotter

Metoder:

Forse¢gsdyr:

Hunrotter af racen Sprague-Dawley, stamme Clr: CD® (SD)
BR blev indk¢bt med en alder af 17-19 dage, 30-33 g brut-
tovegt fra Charles River WIGA GmbH, Sandhoferweg 7, D-
8741, Sulzfeldt 1, BRD.

Rotterne blev akklimatiseret i 4 dage f¢r anvendelsen ved
22 + 2 °C, 55 * 10% relativ fugtighed, luftudskiftning 10
gange pr. time og lys fra 6.30 til 18.30. Under akklima-
tiseringsperioden blev rotterne holdt sammen med deres
mgpdre i rektangulare plastbure af typen Orth, 27 x 35 x
16 cm med trabund af typen Hahnflock H 3/4 fra Hahn og
Co. Kronsburg, D-2371, Bredenbek, BRD. Dyrene havde fri
adgang til altromin-diat 1324 (fra Chr. Petersen A.S, DK
4100 Ringsted), samt drikkevand.

Der blev dannet 6 grupper & 8 rotter (hunner) pr. forsg¢g.
Udtagelsen skete ved, at man fra 8 kuld, hvert bestaende
af 6 individer (kuldsgstre), udtog 1 kuld s¢stre ad
gangen og tilfaldigt fordelte disse med 1 individ pa hver

af de 6 grupper, indtil 6 grupper a 8 rotter var dannet.

Hypofysektomi:

Hypofysektomi blev udfgrt efter akklimatisering, da rot-
terne var 21-23 dage gamle. Rotterne blev bed¢gvet med
amylenhydrat (10% i 0,9% saltopl¢sning), 4-5 ml/kg brut-
tovegt i tilslutning til 4-5 ml/kg Briethal® (10 mg/ml
0,9% saltoplgsning) intraperitonealt. Til hypofysektomi
blev anvendt et specielt apparat, som er beskrevet af R.
Illhardt (reference 5). Efter afskaring af den nederste
del af o¢rene blev rotterne fikseret i apparatet for
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transaurikuler hypofysektomi. En kanyle blev indfg¢rt i
hypofyseomrddet, og hypofysen blev suget ud ved et vakuum
p& 200-400 mmHg. En bomuldstampon blev placeret i ¢ret
efter operationen, og postoperativt Dblev rotterne
behandlet med 2 daglige injektioner (i 2 dage) af

Temgesic®.

Rotterne blev vejet f¢r hypofysektomi og 14 dage derefter
(for anvendelsen i fors¢ggene) og kun dyr med en vagtfor-
¢gelse mindre end 10 g og et vagttab mindre end 4 g og
med godt helbred blev anvendt til forsgget.

Dosering:

Grupper pad 8 hypofysektomerede rotter blev indgivet doser
af Pergonal (Serono Menotropin indeholdende 75 IU FSH og
75 IU LH pr. glas), 0,5 IU, 1,0 IU og 1,5 IU, foruden
biosyntetisk humant vaksthormon (Norditropin®) eller
puffer (Nanormon®) indeholdende 20 g glycin, 2,5 g
natriumhydrogencarbonat, 2,0 g mannitol og vand til
injektion ialt 1000 ml. Denne puffer blev anvendt som
placebo. De 3 doser Pergonal, som blev valgt fra den
stejle del af dosis-responskurven for Pergonal, blev
oplgst i 0,5 ml rumfang albumin-phosphatpuffer pH = 7,2
indeholdende 14 IU choriongonadotropin (28 IU/ml).
Doserne blev indgivet ved subkutan injektion 3 gange med

24 timers mellemrum.

Ved et fors¢g blev 0,4 mg Norditropin® indgivet i 0,5 ml
rumfang subkutant i 3 dage til 3 grupper, som fik de tre
Pergonal-doser, og 0,5 ml Nanormon®-puffer blev indgivet
pad de tre grupper, injiceret med de samme 3 Pergonal-do-
ser. Ved et andet fors¢g blev det samme dosis-regime
fulgt, bortset fra, at Norditropin®-dosis var pa 0,6 mg i
0,5 ml. Ca. 24 timer efter sidste injektion blev rotterne
aflivet ved cervical dislokation, og ovarierne blev fjer-
net og umiddelbart derefter vejet. Den samlede vagt af
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begge ovarier blev noteret og anvendt som forss¢gsresul-
tat for de individuelle rotter.

Resultater:

De opndede data fremgar af tabel 1-2. Tabellerne viser
ovarievagten for de forskellige dosisgrupper, udtrykt ved
+ S.E.M. Resultaterne af Norditropiners-injicerede grup-
per blev sammenlignet med de tilsvarende med Nanormon®

puffer injicerede grupper ved en t-prgvemetode.

De rotter, der blev-injiceret med Pergonal + Norditropin®
havde en vaesentlig hg¢jere ovarievagt end rotter injiceret
med Pergonal + puffer. Norditropin® @ndrede dosis-re-
sponskurven for Pergonal sdledes, at respons indtradte
tidligere. En maksimal vakst af ovarievagten synes at
blive ndet ved kombination af 1,0-1,5 IU Pergonal + 0,6
mg Nordifropin@ (tabel 2).
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Patentkravwv:

1. Middel til behandling af infertilitet hos h¢jere pat-
tedyr eller mennesker, kende tegnet ved, at det
bestdr af eller indeholder gonadotropin FSH og LH og

vaksthormon i blanding eller som adskilte komponenter.

2. Middel ifgplge krav 1, kende tegnet ved, at
det indeholder individuelt afpassede mangder af
gonadotropin FSH og LH og vaksthormon i et fysiologisk

acceptabelt flydende baremedium.

3. Middel ifplge krav 2, kende tegnet ved, at
det bestdr af en injicerbar vaeske indeholdende endheds-
doser af gonadotropin FSH og LH og humant vaksthormon

hGH.

4. Middel ifplge ethvert af kravene 1-3, ke nd e -
tegnet ved, at det anvendte hGH er biosyntetisk

hGH.
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