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(54) Metoda de fertilizare in vitro cu intarzierea transferului embrionar si
utilizarea celulelor mononucleare din sangele periferic

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicind, in special la
o metodd de fertilizare in vitro cu intarzierea
transferului embrionar si utilizarea celulelor
mononucleare din sangele periferic.

Conform inventiei, embrionul se
implanteaza in uterul pacientei la cel putin
doud luni, preferential pe parcursul a 3...12
luni, dupd extragerea ovulelor de la pacienta,
cu scopul de a reduce riscul respingerii
embrionului de cétre sistemul autoimunitar al

2
pacientei si de a creste probabilitatea si
rezultatul  sarcinii, totodatid, 1inainte de
implantarea  embrionului, este  pregatit
endometrul uterului prin introducerea in uter a
celulelor mononucleare din sangele periferic
(PBMGC;). De asemenea, metoda este
combinatd cu tehnici de crioprezervare, pentru
pastrarea ovocitelor sau a embrionilor obtinuti
prin fertilizarea in vitro a pacientei.
Revendicari: 26



(54) Method of in vitro fertilization with delay of embryo transfer and use of

peripheral blood mononuclear cells

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to a method of in vitro fertilization
with delay of embryo transfer and use of
peripheral blood mononuclear cells.

According to the invention, the embryo is
implanted into the uterus of a female patient at
least two, and preferably 3..12 months after the
eggs are retrieved from the patient in order to
reduce the risk of autoimmune rejection of the
embryo by the patient’s autoimmune system

2
and increase the probability and success of
pregnancy and wherein prior to embryo
implantation, the endometrium in the uterus is
prepared for embryo implantation by
mtroducing peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) into the uterus. The procedure is also
combined with cryopreservation techniques to
preserve the oocytes or the in Vvitro
fertilization-produced embryos of the patient.
Claims: 26

(54) MeToa ony100TBOPEHUS in Vilro ¢ 3aJep/KKOH nepeHoca IMOpHOHA U
HCNOJIb30BAHMH MOHOHYKJICAPHBIX KJIETOK nepudepudeckoil KpoBu

(57) Pedepar:

H300peTeHne OTHOCHUTCA K MEIUITMHE, B
YaCTHOCTH K METOAY OIUTOMOTBOPEHUS in Vitro
C 3aJepKKOH  IepeHoca  OMOpHOHA U
UCIIONB30BAHUE ~ MOHOHYKJICAPHBIX  KICTOK
mepuhepUICCKOil KPOBH.

CoritacHO H300pETEeHHIO, aMOpHOH
UMILTAaHTHPYIOT B MAaTKy IAIMCHTKH HE MCHCE
YeM uepe3 JBa MecCAIa, MPEAIIOYTHTEIHHO B
TeueHUe 3...12 MeECAIEB IOCIE H3BICUCHHS
SUIEKICTOK ~ OT  TAITUEHTKH, ¢  IIBI0
CHIDKCHHA PHCKa OTTOPXKCHHUA IMOPHOHA
AyTOUMMYHHOU  CHCTEMOH  TAITUCHTKH U

2
YBEIIMUCHUSA BEPOATHOCTH U pe3ylbTara
OepeMeHHOCTH, IIPH 3TOM JO IIepeHoca
OMOpHOHA,  IIOJATOTABIMBAIOT  JHIAOMETPHH
MaTKH  I[yTeM  BBEJCHHA B MaTKy
MOHOHYKJICADHBIX KIETOK IepH(PEPHICCKOH

KPOBH (MKIIK). Taxxe, METOJ,
KOMOHHHPYETCS c METO/IaMH
KPHOKOHCEPBAIIHK UL COXPAaHCHHSA OOITHTOB
WIH 9MOPHOHOB HOTYYEHHBIX IpH

OILTOIOTBOPECHUH {7 Vitro MAITHEHTKH.
I1. popmymss: 26
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Prezenta inventie nu a fost dezvoltata cu utilizarea unor Fonduri Federale, c¢i in mod
independent, de catre inventatorii enumerati.

Aceastd cerere revendicd prioritatea cererii de brevet depuse anterior (US 13/655.257 Al
2012.10.18), care revendicd prioritatea cererii de brevet depuse anterior US 11/629,651 Al
2011.11.23, al cérei obiect este Incorporat aici, prin referintd, in intregime.

Prezenta inventie se referd la domeniul fertilizdrii in vitro, in mod special la femeile care
au fertilitate scazutd ca rezultat al reactiilor autoimune. Este dezviluitd o metoda utilizatd
pentru a spori rata si stabilitatea Inceputului sarcinii, combinand tehnicile de fertilizare in
vitro, optional cu crioprezervarea prelungitd a ovocitelor lor sau a embrionilor produsi prin
FIV, combinatd cu pregitirea controlatd a endometrului, prin intermediul celulelor
mononucleare din sangele periferic (PBMC), inainte de transferul embrionar.

Organizatia Mondiald a Sandtatii raporteazd faptul cd, in fiecare an, mai mult de 15%
dintre femei la nivel mondial intAmpind dificultdti in a rimane insircinate i solicitd asistentd
medicald (OMS 1997), estimate a fi intre 60 si 80 de milioane de femei, pe plan mondial, in
urma cu un deceniu. Infertilitatea este definitd in general de cétre Organizatia Mondiald a
Sanatatii ca fiind o absentd a conceptiei, dupd o perioadd arbitrard de doudsprezece luni. Cu
toate acestea, multe cupluri incearcd timp de ani de zile sa conceapd in mod natural inainte de
a solicita asistentd medicald 1n efortul de a concepe o sarcind. O scddere a ratei fertilitatii este
asociatd cu factori medicali §i non-medicali. De exemplu, s-a demonstrat cd varsta femeilor
constituie un determinant major direct al timpului mediu necesar pentru a concepe. S-a
demonstrat ca insuficienta ovariand prematurd apare la 1:1000 din femei Inaintea varstei de
30 de ani; 1:250 din femei pand la véarsta de 35 de ani; si 1:100 péand la véarsta de 40 de ani.
Prin urmare, cea mai mare ratd a natalitdtii se situeaza in grupa de vérstd de 25...30 de ani si
scade brusc dupa vérsta de 35 de ani. Infertilitatea este actualmente una dintre cele mai
frecvente probleme de sdnatate cu care se confruntd populatia intre 25 si 45 de ani. Ca atare,
existd un mare interes §i necesitate In ceea ce priveste o metoda de extindere a fertilitatii la
femeile sandtoase, eventual, inldturdnd barierele legate de varstd pentru purtarea sarcinii si
pentru femeile care sunt incapabile s conceapa prin metode naturale. Desi infertilitatea in
sine nu poate ameninfa sdndtatea fizicd, ea are adeseori un impact serios asupra bundstérii
emotionale, mintale si spirituale a femeilor si cuplurilor.

Tehnologiile de reproducere asistatd sunt proceduri care implici manipularea
extracorporald atat de celule umane (ovocite sau ovule), cét si de spermd (spermatozoizi) si
de embrioni, in scopul de a instala o sarcind la un subiect feminin. Aceste proceduri includ,
dar nu sunt limitate la, fertilizarea in vitro ("FIV"), incluzand transfer de embrioni, transfer
mtrafalopian de gamet, transfer intrafalopian de zigot, transfer embrionar tubar,
crioprezervare a gametului si a embrionului, donare de ovocite sau embrion si surogat
gestational. Fertilizarea in vitro (“FIV”) a evoluat ca tratamentul major pentru infertilitate sau
sub-fertilitate, atunci cind alte metode de reproducere asistatd au esuat. in sensul siu
principal, procesul implicd extragerea ovulului feminin de la o femeie si fecundarea ovulului
de cétre sperma in afara corpului ("in vitro"). Procedeul implicd monitorizarea procesului
ovulatoriu al femeii, extragind multiple ovule din ovarele femeii si permitdnd spermei sa
fecundeze ovulele intr-un mediu lichid, in laborator. Ovulele sunt de obicei extrase de la
pacientd prin extragere transvaginald a ovocitelor, care implica strapungerea peretelui vaginal
cu un ac ghidat prin ultrasunete, pentru a ajunge la ovare. Prin acest ac, foliculii sunt aspirati,
iar fluidul folicular este predat la laboratorul FIV pentru a se identifica si diagnostica ovulele.
De reguld, se extrag Intre zece si treizeci de ovule de la fiecare pacientd. Ovulul fecundat
(embrion), sau, de obicei, embrioni multipli, sunt apoi transferati in uterul pacientei, cu
intentia de a instala o sarcind de succes. A se vedea, de exemplu (US7781207 B2
2010.08.24).

Dezvoltatd pentru prima datd in anii 1970, fertilizarea in vitro a oferit o forma eficientd de
asistentd pentru o mare parte din femei pand in prezent. Actualmente, este raportat cd FIV
reprezintd 1,3% din totalul de nasteri viabile in Europa (Nygren si colab. 2001) si 1,7% din
totalul de nasteri viabile in Australia (Hurst si colab. 2001). in Statele Unite, ciclurile
tehnologici de reproducere asistatd FIV au debutat in 2006, conducind la 41,343 de nasteri
(54,656 de copii), ceea ce reprezintd ceva mai mult de 1,0% din totalul nasterilor de pe
teritoriul SUA din acel an. In anul 2010, Robert Edwards a primit Premiul Nobel in
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Fiziologie sau Medicind, pentru dezvoltarea fertilizarii in vitro. Urmatorul pas a fost
posibilitatea de a ingheta si, ulterior, de a dezgheta si de a transfera embrionii, experimentata
pentru prima datd de catre Carl Wood, ceea ce a Imbunatdtit semnificativ fezabilitatea
tratamentului FIV.

Ratele tipice de succes al sarcinii obfinute cu tehnici anterioare de fertilizare in vitro
raman relativ scazute, in intervalul de la 15% la 25%, bazate pe un numar de studii raportate.
Este acceptat pe scard largd de cétre profesionistii in Ingrijirea séndtatii faptul ca cel mai
semnificativ factor de limitare pentru fertilizare este esecul embrionilor de a se implanta in
endometru, mucoasa uterind. Blake si colab. raporteaza faptul cd 80...85% din embrioni
esueazd in a conduce la sarcind in urma transferului la pacientii FIV, cauzand o risipd enorma
de embrioni. Simon §i colab. au demonstrat ¢&, la femeile supuse ciclului FIV, implantarea a
fost detectatd in 60% din cicluri, de aceea, din toti embrionii transferati pe parcursul FIV,
40% au esuat implantarea.

Un posibil motiv pentru ratele scizute de implantare pe parcursul FIV este acela cd
embrionii sunt transferati In uter la doud zile dupd fertilizare, in stadiul celular 4...8. Un
punct de vedere este acela cd ar fi preferabil sa se utilizeze embrioni in stadiul de blastocist
atins la 5...7 zile de culturd. Avantajele sugerate includ sincronizarea Imbunatatitd dintre
embrion si uter si capacitatea de a selecta embrioni superiori calitativi pe parcursul perioadei
mai lungi de culturad. Transferul de blastocist poate, de asemenca, sd ajute la reducerea
numarului de nasteri multiple rezultind din FIV, permitind selectionarea unui numar mai mic
de embrioni foarte apti per transfer. De obicei, In timpul procedurii FIV, doi pand la cinci
embrioni sunt transferai in uter, pentru a creste sansa de implantare, generand riscul
sarcinilor multiple. Prin urmare, mai mult de jumétate din totalul copiilor néscuti in Statele
Unite dupd tratament FIV provin din sarcini multiple. Uneori, au loc mai multe implanturi in
uter si cum embrionii continud sd creascd si sa se dezvolte in uter, pacienta este incapabild sa
duci la termen mai mult de unul sau doi fetusi. In acel moment, este luatd o decizie dificila
pentru a intrerupe acele sarcini si a extrage fatul sau fetusii suplimentari din uter, proces
denumit reductie embrionara sau fetald, o procedurd care reduce numéarul embrionilor sau
fetusilor viabili intr-o sarcind multipla. Astfel de decizii atrag atat implicatii de ordin etic, cat
si implicafii psihologice traumatice. Dezvoltarea tehnicilor de laborator care ar creste
probabilitatea si certitudinea de implantare a fiecdrui embrion sunt in continuare de dorit
pentru o parte dintre motivele mentionate mai sus.

Intr-un proces numit ciclu natural in fertilizarea in vitro, fertilizarea este efectuatd prin
colectarea unuia sau mai multor ovule selectate In mod natural de la pacientd in timpul
ciclului menstrual normal, fird a folosi vreun medicament. In ciclul natural modificat FIV,
medicatia de fertilitate este folositd timp de doud pand la patru zile in timpul ciclului natural
al unei femei, pentru a se evita ovulatia spontand si pentru spori sansele de succes ale
tratamentului. “FIV cu stimulare moderatd” este o metodd In care o micd dozd de
medicamente pentru stimulare ovariand este utilizatd pe o perioadd scurtd, in timpul unui
ciclu natural al unei femei, care vizeaza producerea de 2...7 ovule si crearea de embrioni
sdndtosi. Aceastd metodd pare sd reducd complicatiile si efectele adverse pentru femei si are
in vedere calitatea, nu cantitatea ovulelor si a embrionilor. Cu toate acestea, aceastd metoda
conduce la o ratd de succes foarte scdzutd a sarcinii.

Tehnici suplimentare sunt, prin urmare, utilizate in mod curent, in scopul de a creste
sansele de sarcind. Cea mai comuna este hiperstimularea ovariand sau superovulatia care este
utilizata pentru a stimula ovarele, in scopul de a produce ovule multiple care apoi sunt extrase
de la pacientd. Protocolul lung implicd, de reguld, reducerea (suprimarea sau epuizarea) axel
pituitare ovariene, prin utilizarea prelungitd a unui agonist al hormonului de eliberare a
gonadotropinei (GnRH). Hiperstimularea ovariand ulterioard, folosind de obicei hormonul
foliculostimulant (FSH), incepe odatd ce procesul de reducere este complet, in general, dupd
10 pand la 14 zile. Un ciclu FIV utilizand acest protocol este cunoscut ca fiind fertilizare
conventionald in vitro. Protocolul scurt ignord procedura de reducere si constd intr-un regim
medicamentos pentru fertilitate, pentru a stimula dezvoltarea de foliculi multipli ai ovarelor.
Alte proceduri folosesc agonisti ai hormonilor eliberatori de gonadotropind (GnRHa), care
reduc necesitatea de monitorizare prin prevenirea ovulatiel premature si, mai recent, au fost
utilizati antagonisti ai hormonilor eliberatori de gonadotropina, care au o functie similard. La
majoritatea pacientilor, sunt utilizate gonadotropinele injectate (de obicei analogi FSH) sub o
atentd monitorizare. O astfel de monitorizare verificd frecvent nivelul de estradiol al pacientei
si, prin intermediul ecografiei ginecologice, cresterea foliculard. De obicei, sunt necesare
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injectii pe parcursul a 10 zile. Stimularea ovariand comporta riscul de stimulare excesiva care
conduce la sindromul de hiperstimulare ovariand (SHSO), o complicatie ce poate pune viata
in pericol, cu distensie abdominald, hipertrofie ovariand, si complicatii respiratorii,
hemodinamice si metabolice. In plus, recent s-a demonstrat, de asemenea, cd medicamentele
pentru fertilitate utilizate pentru stimularea ovulatiei la pacientii supusi tratamentului FIV
contribuie la compromiterea receptivitdtii implantdrii embrionului in uter si conduc la o ratd
scazutd a instalarii sarcinii (Ertzeid si colab. 2001).

Fertilitatea femeii poate fi afectatd de citre disfunctiile aparatului reproducdtor, ale
sistemului neuroendocrin sau ale sistemului imunitar. Unele femei suferinde de cancer riscd
sa 1s1 piarda fertilitatea, deoarece anumite tipuri de tratamente prin chimioterapie, precum si
anumite tipuri de tratamente cu radiatii, pot conduce la menopauza prematurd, provocandu-le
sterilitate. In Europa de Vest si America de Nord, disfunctia endocrini este identificatd la
circa 10...20% dintre femeile care se prezintd cu infertilitate (Crosignani i colab. 2000).
Totusi, in circa 10...20% din cazuri, cauza infertilitatii rdimane necunoscutd. Este acceptat
faptul cd reactiile autoimune ale corpului pot constitui cauza infertilitdtii la multe din astfel
de femei. Esecul reproductiv autoimun si disfunctiile pot fi asociate cu activarea generala a
sistemului imunitar sau cu reactiile sistemului imunitar care sunt In mod specific indreptate
impotriva antigenelor ovariene.

Haller-Kikkatalo explica faptul cd mecanismele de tolerantd activa sunt necesare pentru a
preveni raspunsurile inflamatorii autoprotectoare ale corpului uman In fata multor antigene
externe acropurtate si antigene din hrand, care sunt intdlnite la suprafetele mucoase ale
organismului. Cu toate acestea, cel mai important aspect al tolerantei este autotoleranta, care
Tmpiedica organismul sd genereze un atac imun Impotriva propriilor {esuturi — aceasta este
preventia reactiilor autoimune. Autoimunitatea este asociatd cu un dezechilibru al diferitelor
componente ale raspunsului imun §i cu dezvoltarea de autoanticorpi indreptafi mpotriva
antigenelor gazdd normale. Fertilitatea femeii este reglatd de o serie de interactiuni puternic
coordonate s§i sincronizate pe axa hipotalamicd-pituitard-ovariand. Sindromul esecului
autoimun reproductiv a fost initial descris de citre Gleicher si colab. in cazul femeilor cu
endometrioza, infertilitate si nivel crescut de autoanticorpi. Desi impactul anumitor
autoanticorpi in patogeneza infertilitdtii nu este Incd uniform inteles, mecanismele
autoimune, la fel ca si o productie crescutd de multipli autoanticorpi sunt implicate in astfel
de disfunctii asociate infertilitatii, cum ar fi insuficientd ovariand prematurd (IOP), forme
subclinice de insuficientd ovariand, pierderi recurente ale sarcinii, endometrioza, sindromul
ovarului polichistic (SOP), infertilitate inexplicabild, incercdri nereusite repetate ale FIV si
avorturi spontane. Unele studii au sugerat importanfa mai scdzuta a anticorpilor specifici si au
subliniat rolul cheie al activarii totale a sistemului imunitar in fecundarea redusd. (N.
Gleicher, 2001; Dmowski si colab, 1995).

Un grup de cercetitori sa-u concentrat pe claborarea unor metode pentru a depdsi
infertilitatea asociatd sistemului imunitar. Prima §i cea mai obignuitd abordare este utilizarca
medicatiei care suprima raspunsul autoimun la pacient, pentru a permite instalarea sarcinii.
De exemplu, o terapie pe cale orald cu prednisolon In doza micd a fost sugeratd pentru
imbunatitirea ratei de sarcind la pacientele cu esec recurent la FIV. Totusi, datele
contradictorii existente indica faptul cd anumiti anticorpi deterioreaza embrionul, interfereaza
cu procesul de implantare sau interfereazd cu formarea placentei. Aceasta face dificil de
prezis succesul terapiei, folosind exact aceste medicamente imunosupresoare. S-ait dezvoltat
metode utilizdnd un pretratament mai usor cu acid acetilsalicilic sau heparind. Cu toate
acestea, desi acest tratament a devenit general universal, rata de sarcind folosind aceastd
metodd ramane relativ scazutd (Maghraby si colab., 2007).

A doua abordare a fost recent introdusa. Procedura implica pregatirea atat a endometrului
cat i a mediul sdu inconjurdtor, prin intermediul celulelor mononucleare din séngele
periferic. (PBMCs) (Fujiwara si colab., Kosaka si colab., Yoshioka si colab). Celulele
mononucleare din sangele periferic (PBMCs) permit endometrului uterului s creascd in
marime suficientd lnainte de implantarea embrionului si, de asemenca, actioneazd ca
subansambluri in raport cu organismul pentru cresterea embrionului (embrionilor), dupa
implantarea lor in uterul femeii. Conform sustinatorilor, PBMC au fost identificate ca fiind
celule multipotente. Celulele multipotente produc celule dintr-o anumitd linie, foarte
apropiatd. Ele s-au dovedit a avea capacitatea de a fi transformate in mod natural in orice tip
de tesut uman. Celulele multipotente sunt o resursd valoroasd pentru cercetare §i tratamente
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terapeutice. Descoperirile recente in bioinginerie sunt destul de promitatoare in repararea,
constructia, inginerizarea, regenerarea, generarea si cresterea tesutului,

Sursa EP1581637 A2 2005.10.05 dezviluie celule stem adulte derivate din monocite, care
sunt izolate din sdngele periferic al mamiferelor si metode de preparare, iInmultire si utilizare
a acestor celule stem. Sursa US 7795018 B2 2010.09.14 dezvéluie celule multipotente
derivate din monocite (MOMC:s) care se pot diferentia In celule endoteliale intr-un mediu de
culturd, in conditii care induc diferentierea in endoteliu. In continuare este dezviluiti o
metodd de preparare a MOMC:s, care implica cultivarea de PBMCs in vitro pe fibronectini si
colectarea celulelor aseméandtoare fibroblastelor. S-a demonstrat faptul cé prin cultivarea intr-
un mediu EBM-2, un mediu de mentinere a celulelor endoteliale, timp de sapte zile, MOMCs
se diferentiazd in celule endoteliale, modificdnd morfologia celulelor dintr-o forma de ax la o
morfologic avind mai multe proiectii conform sursei US7795018 B2 2010.09.14.
Cercetatorii implicati in prezenta invenfie au emis ipoteza ci, prin urmare, utilizarea de
PBMC:s poate fi utild pe parcursul procesului reproductiv si au inclus folosirea de PBMCs
intr-o tehnicd noud de fertilizare in vitro.

A fost dezvoltat un grup de diferiti agenti de initiere, care, separat sau in combinatie, pot
fi aplicafi in timpul tratamentului FIV pentru a promova acceptarea embrionului de cétre
sistemul imunitar al unei femei. Printre acesti agenti, antigenul leucocitar uman solubil G
(sHLA-G), pare a fi promitdtor. Clasa s-HLA de molecule a fost recunoscuta a fi implicatd in
raspunsul imun §i In modularea relatiei imune materno-fetale in timpul sarcinii. Sher si colab.
dezviluie In sursa US 10/829,081 izolarea sHLA-G din mediul de cultord dm jurul
embrionfor In corsul dezvoltirii embrionilor si blastocistelor, Ei au observat ¢ absenta
sHLA-G din supernatantul care inconjoard grupurile de embrioni din colhurd este asociatd co
implantare FIV semnificativ si rate de sarcind redusd. Ei au sugerat faptul ¢d adaosul de
sHLA-G la mediol in care embrionit sunt cultivati si/ sau Hvrait in mediol uterin prin transfer
de embrioni, ar sport impplantares st potentialul de saremd al acestor embrioni. Cu toate ¢3
aceastd tehmcd esle utild, nict aceastd melodad, nici oricare alta, in mod individual, nu a
-ezotvat problema infertifitaii autoirounce. Se sugereaza aici ca astifel de agenti de initiere sd
fie utilizafl fropreund cu procedura din prezenta nventie, pentra a spori probabilitatea s
succesul instaldrii sarcini.

in sfarsit, constructiile moleculare glicolipidice inginerizate asemdindtoare s-au dovedit a
fi capabile s modifice embrionit 31 s& consolideze nferactiunea dintre embrion ¢l tesunil
tintd, endometrul. Construirea unei matrice macromoleculare pe suprafata exterioard a un
embrion i incdrcarea matricel respective o anumift agenti de stimulare a nstaldrl sarcing
sont tehnici care, conform sustindtorilor, vor avea aplicatii foarte larg: 1o fratamentol FIV o
viitor. Accasta modificare a embrionilor prin aceastd abordare constructiva nu numai ci a fost
demonstratd cu succes intr-un sistem de culturd in vifrro, dar animalele au dat nagtere la pu
sdndtosi derivati din astfel de embrioni modificati. Cu toate acestea, aceastd abordare nu a
fost incd testatd In studiile clinice si este In continuare prematur a £ huatd In considerare,
printre utilizériie medicale curente.

Multe cercetdri au fost Indreptate pentru Tmbunatitirea probabilitd{i unci sarcini de
succes si nagterii wnui copil. In ciuda cercetirilor considerabile, progreselor tehmice si
variatiilor In ceca co priveste procedurile, rata sarcinii de succes folosind tratamentul FIV
rdméne incd, In medie, la nivelul de 15...25% per cichu. Prezeniii cercetitori au incercat sd
abordeze provocarea implantaril embrionului st veducerii riscului de rd3spunsuri ale sistermihn
autoinnmitar, prin prezentarea unet solufit direclionate pe stabilizarea interactiuniz dintre
sistemul imumitar al unei femet g1 embrion.

In sensul cel mai larg al inventiei, este furnizatd o metoda de fertilizare in vitro pentru un
pacient de sex feminin, metoda cuprinzind etapele de introducere in uter a unei cantitati
eficiente de o compozitie cuprinzand celule mononucleare din sdngele periferic si transferare
n uterul pacientei, a cel putin un embrion, dupd o intarziere predeterminatd ulterioard initierii

probabilitatii de implantare a embrionului in uter, cu instalare de succes a sarcinii, in
comparatic cu metodele de fertilizare in vitro care nu includ astfel de pasi. Intarzierea
predeterminatd de timp este o perioadd de timp suficientd pentru a scidea respingerea
autoimund a embrionului sau riscul rdspunsului autoimun al pacientei. Intarzierea de timp
preferatd inainte de transferul de embrioni este de cel putin doud cicluri menstruale sau doud
cicluri ovulatorii ale pacientei, cu toate ci intdrzierea va varia de la pacientd la pacientd si
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intre specii, hibrizi si varietiti de animale. Intarzierea de timp preferati la un pacient uman
este Intre trei si doudsprezece luni.

Acesta este un alt aspect al inventici care, spre sfargitul perwoadel de mtarziere,
endometrul femeilor este astfel pregitit incat sd optimizeze acceptarca embrionulu de citre
cavitatea uterind. Conform inventici, aceasta se realizeazd prin injectarea infrauteringd a
celulelor mononucicare din sangele periferic (PBMCs), cel mai preferabil obtinute de la
pacienti, S-a observat cd aceastd metoda creste probabilitatea instaldrii cu succes a sarcinit si
dezvoltarii timpuric a sarcinit. Combinarea Intdrzicrii de implantare cu crioprezervarca
embrionuiul i pregétirea cu PBMCs a endometrului femeii este esenja prezentet inveniii.

In mod special, este dezviluiti o metoda de fertilizare in vitro pentru o pacienta,
incluzdnd pasii de: a) obtinere a cel pufin unui ovocit si fecundarea ovocitului cu
spermatozoizi pentru a forma un zigot; b) dezvoltare a zigotului in vitro pana la stadiul
embrionar; (c) crioprezervare a embrionului; (d) asteptare pentru o perioadd predeterminata
de timp, suficientd pentru a scidea riscul raspunsului autoimun al pacientei; (e) extragere a
unei prime cantitdti de celule mononucleare din singele periferic (PBMCs) al pacientei cu 2
pand la 4 zile inainte de perioada de asteptare; (f) cultivare a respectivei prime cantitafi de
PBMC:s intr-un mediu de culturd adecvat ¢ (g) extragere a unei a doua cantitati proaspete de
PBMC:s din séngele pacientei in ultima zi a perioadei de asteptare; (h) combinare a primei
cantitdti cultivate de PBMCs cu a doua cantitate proaspatd de PBMCs, pentru a obtine o
compozitie care contine PBMCs proaspete si de culturd; (i) introducerca compozitiei de
PBMCs in uterul pacientei; (j) scoatere din starea de crioprezervare a embrionului, prin
decongelare; si (k) transferarea cel putin a unui embrion decongelat In uterul pacientei, pentru
a efectua sarcina.

Un aspect suplimentar al inventiei este o compozitie care confine PBMCs, o metoda
pentru producerea compozitiei si aplicarea compozitiei PBMC in tratamentul FIV si pentru
cresterea §i inginerizarea anumitor fesuturi fintd ale unui organism, cel mai preferabil
endometrul uterului unei femei. O astfel de metoda implicd extragereca de PBMCs din singele
unei paciente; Inmultirea unei cantitati din PBMCs extrasd in prezenta a 4,8...6,0% dioxid de
carbon (CO») 1a 36,7...37.37C mtrun mediu de culturd care contine (i) mediu RPMI 1640 cu
L-glutamind si bicarbonat de sodiu, (i) albumind umand recombinatd si (iii) un agent
promotor capabil si Imbundtiteascd capacitatea PBMCs de consolidare a cresterii tesutului,
cum ar fi gonadotropina corionicd umand (hCG); si combinarea cantitdfilor proaspete si de
culturd de PBMCs pentru a obtine compozitia mentionata.

Prezenta inventie va fi inteleasd mai bine prin definirea anumitor termeni care sunt
utilizati si care au fost avuti in vedere pe parcursul descrierii.

"Blastocistul” este un embrion, la cinci sau sase zile dupd fertilizare, cu o masa de celule
interne, un strat exterior de celule numit trofectoderm si o cavitate blastocelica plina cu lichid
care contine masa de celule interne din care derivd intreg embrionul. Trofectodermul este
precursorul placentei. Blastocistul este inconjurat de zona pelucidd care este ulterior
eliminatd cand blastocistul ‘“cloceste.” Zona pelucidd, compusd dintr-un strat de
glicoproteine, Inconjoard ovocitul din stadiul de celuld unicd la stadiul de dezvoltare de
blastocist. Inainte de fixarea si implantarea embrionului, zona pelucidd este eliminati din
embrion prin mai multe mecanisme, incluzdnd degradarea proteolitici. Zona pelucidd
functioneaza inifial pentru a preveni intrarea in ovocit a mai mult de un spermatozoid, iar mai
tarziu pentru a preveni fixarea prematurd a embrionului inainte de ajungerea sa in uter.

“FIV cu embrion crioprezervat” se referd la un procedeu de fertilizare in vitro in care
embrionul este crioprezervat si apoi decongelat, inainte de transferul embrionar sau un proces
in care ovocitul utilizat pentru fecundare a fost anterior inghetat si apoi dezghetat. “FIV cu
embrion proaspat” se referd la un procedeu de fertilizare in vifro in care embrionul nu este
congelat inainte de transferul in cavitatea uterind si in care ovocitele utilizate pentru a pregéti
embrionul nu au fost anterior congelate.

"Embrionul" este produsul diviziunii zigotului la sférsitul etapei embrionare, opt
saptdmani de la fecundare. Etapa de clivaj a embrionului are loc in timpul primelor trei zile
de cultura.

"Transferul embrionar" este procedura prin care unul sau mai mulfi embrioni si/sau
blastocite sunt plasate in uter sau tuburi falopiene. Ca atare, termenii "blastocist" si
"embrion" sunt utilizafi aici interschimbabil, In scopul de a defini termenul "transfer de
embrion" si in aplicarea termenului "transfer embrionar”, In scopul si domeniul de aplicare al
inventiei, astfel cum este descrisd i revendicata.
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“Endometrul” se referd la fesutul mucoasei suprafetei interne a uterului, care este compus
dintr-un strat de celule epiteliale. Embrionul intrd in contact mai intdi cu endometrul si
matricea extracelulard ("mucus") pentru implantare. Stratul epitelial si cel de la bazd de
celule stromale se ingroasd ciclic, secretd mucus si este desprins din corp sub influenta
hormonilor ale ciclului menstrual. Prin termenul "implantare" aici se intelege fixarea si
penetrarea ulterioard de catre blastocist (dupd ce si-a desprins zona pelucidd), de obicei in
endometru. Fixarea pe mucoasa endometrului poate avea loc prin interactiunea dintre
moleculele de fixare i pe una sau mai multe componente ale endometrului, incluzand
membrane ale celulelor epiteliale, mucus, componente mucinoase de mucus, sau o
componentd introdusd exogen a uterului.

"Fertilizarea" se referd la penetrarea ovulului de citre spermatozoizi si combinatia dintre
materialul genetic al acestora, ducand la formarea unui zigot. "Initierea fertilizarii in vitro"
asa cum este utilizata aici, reprezintd initierea stimuldrii ovariene controlate la un pacient de
sex feminin, care implicd tratament farmacologic in care femeile sunt stimulate sd induca
dezvoltarea de foliculi multipli ovarieni, pentru a obtine mai multe ovocite la aspiratia
foliculara.

"Uter", este principalul organ sexual reproductiv sensibil la hormoni in cazul celor mai
multe mamifere, inclusiv la oameni, care contine colul uterin la un capdt in timp ce celélalt
este conectat la unul sau la ambele trompe uterine, in functie de specie. Functia de
reproducere a uterului este aceea de a accepta un ovul fecundat care trece prin jonctiunea
utero-tubard din tuburile falopiene. Acesta se implanteaza in endometru si se hraneste din
vasele de sdnge care se dezvoltd exclusiv in acest scop. Ovulul fecundat devine un embrion,
se fixeazd pe un perete al uterului, creeazd o placentd §i se transformd intr-un fetus pe
parcursul gestatiei, pand la nasterea copilului. Asa cum este folosit aici, termenul "uter”
incorporeaza tuburile falopiene in scopul transferului embrionar. Termenul “uter” este, de
asemenea, utilizat interschimbabil cu termenul “cavitate uterind”, care este cavitatea corpului
uterului.

In timpul tratamentului FIV, sistemul imunitar al unei femei trece printr-o productie si
furnizare stimulatd de ovocite. Dacd embrionul produs prin FIV este transferat in cavitatea
uterind la scurt timp dupd extractia ovocitelor, sistemul imunitar poate genera o reactic
exageratd. Astfel de reactie exageratd a sistemului imunitar poate fi cauza incapacitatii
organismului de a implanta embrionul si conduce la infertilitate autoimuna. in primul siu
aspect, inventia prezintd Intirzierea introducerii embrionului in uter, pentru a permite
sistemului imunitar al femeii si s¢ stabileascd si sa-si recapete echilibrul hormonal adecvat.
Pe parcursul intdrzierii, ovocitele sau embrionii pacientului feminin sunt optional prezervate
prin crioprezervare.

Intarzierea utild in metoda prezentei inventii este o perioadd predeterminati de timp,
pentru fiecare pacient in parte. Pentru pacientii umani, timpul de intarziere poate fi o perioadd
de timp plasatd oriunde in timpul a cel putin doud luni sau doud cicluri de ovulatie. in
varianta de realizare preferatd, Intarzierea predeterminata este de trei cicluri de ovulatie, ceea
ce corespunde in mod tipic la trei luni. Cele mai multe femei au un ciclu de ovulatie la fiecare
28 de zile. Este de inteles, totusi, cd, din cauza faptului ¢i ciclurile de ovulatie variaza de la
femeie la femeie, numarul de zile efective de intdrziere va varia de la pacienta la pacientd in
cursul tratamentului conform procedurii FIV a inventici. Este posibil ca un pacient de sex
feminin s aibd doar doud cicluri de ovulatie Intr-o perioadd de trei luni, sau, de asemenea, o
femeie poate avea mai mult de trei cicluri de ovulatie intr-o perioadd de trei luni. In unele
cazuri, este posibil ca o pacientd si nu aibd nici o ovulatie suplimentard dupd initierea
ovulatiei post initierii tratamentului FIV. Intarzierea de timp poate fi, de asemenea, de o
duratd mai mare de trei luni, dar va fi, de preferintd, in termen de trei luni pana la un an. S-a
demonstrat aici cd perioada predeterminati de Intdrziere scade semmificativ riscul de
infertilitate autoimuna §i, prin urmare, creste semnificativ probabilitatea de succes al sarcinii.

in limitele inventiei se afld variante de realizare in care ovocitele sau embrionii care sunt
obtinuti de la o femeie sau femei, altele decit pacienta, sunt folosite pentru instalarea sarcinii,
denumite "ovule donatoare" sau, respectiv, "embrioni donatori". Acest lucru ar avea loc in
situatiile in care pacientul femeie nu este capabil sd ovuleze sau sd producé ovule viabile, sau
in care se stabileste cd embrionii obtinuti prin fecundarea propriilor ovule ale pacientei
prezintd deficientd sporitd pentru a face posibil transferul de embrioni, sau au o probabilitate
scazutd de supravietuire, pe baza testarii morfologice sau genetice.
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in metoda obisnuita, femeile care sunt supuse la FIV necesita injectii cu hormoni, pentru a
stimula dezvoltarea foliculara si producerea de ovule multiple. Acest proces de stimulare
necesitd, de obicei, utilizarea initiala a unui agonist al hormonului de eliberare a
gonadotropinei (GnRH), pentru a suprima functia ovariand, Tmpiedicand ovulatia pana la
momentul dorit. Medicatia care este cel mai frecvent utilizatd este clomifen citrat (Clomid®),
un modulator selectiv al receptorului de estrogen, care creste productia de gonadotropine prin
inhibarea feedbackului negativ de la estrogen la hipotalamus. Aceastd inducere a maturarii
finale si eliberare a ovocitelor este adesea indusd prin administrarea de hormon luteinizant.
Protocoalele pentru aceste injectii sunt bine cunoscute si stabilite in domeniu si sunt utilizate
in oricare dintre variantele de realizare ale metodelor inventiei.

Conform metodei acestei inventii, ovulele nefecundate sunt recoltate si preluate de la
pacientul de sex feminin prin tehnici cunoscute in domeniu. Astfel de tehnici implicé plasarea
unui ac special proiectat in foliculul ovarian si eliminarea fluidului care confine ovulele.
Odata ce fluidul folicular este eliminat din folicul, ovulele pot fi examinate microscopic si
diagnosticate pentru a observa caracteristicile lor morfologice. O metodd de a obtine ovocite
pentru FIV este dezvaluita in [1]. In metoda de fatd, sase ovocite sunt recoltate de la pacients,
cu toate cd, de preferintd, se obtin patru. Ovulele sunt apoi plasate intr-un incubator. Pentru a
fertiliza ovulele este folositd Inseninarea conventionald sau injectarea intracitoplasmaticd de
spermd (ICSI). Tipul de fertilizare utilizat se bazeaza adesea pe parametrii materialului
seminal masculin sau alti factori cum ar fi tipul de analiza care poate fi necesard embrionului.
In timpul inseninrii conventionale, sperma este amestecata cu ovulele intr-un vas de cultura
si sunt incubate peste noapte, pentru a fi supuse procesului de fertilizare. in timpul injectarii
intracitoplasmatice a spermei, un spermatozoid este injectat direct intr-un ovul. Indiferent de
tehnicd, ovulele sunt observate n ziua urmétoare pentru a fi evaluate in ceea ce priveste
diviziunea celulard. Ovulele fecundate, acum numite embrioni, sunt apoi plasate In medii de
culturd specifice pentru imbunatatirea cresterii si dezvoltarii.

Conform inventiei, ovocitele sau embrionii obtinuti prin FIV sunt crescuti pe mediu de
culturd adecvat. Mediul de culturd disponibil incearcd sd furnizeze substantele nutritive
necesare pentru ca celulele sa creasca si sd se dezvolte si cautd sd copieze cidt mai mult
posibil conditiile care apar in mod normal in sistemul de reproducere feminin. Aici pot fi
utilizate medii de culturd cunoscute in domeniu, care sunt potrivite pentru a fi utilizate pentru
ajutorarea in vitro a dezvoltarii si cresterii celulei in experimente de laborator. Exemplele
includ, dar nu sunt limitate la, fluid tubal uman, (HTF) (Irvine Scientific), mediu de N-2-
hidroxietil-piperazin-N’-2-etan (HEPES) (Irvine Scientific), FIV-50 (Scandanavian FIV
Science), S2 (Scandanavian IVF Science), G1 si G2 (Scandanavian IVF Science), UnilVF,
ISM-1, BlastAssist, mediu UTM (comercializat ca MEDICULT® mediu de Origio A/S),
Mediu Whittens modificat, mediu Wittinghams T6, mediu Ham F-10, solutie Earle. Sunt de
obicei furnizate sisteme de tampon, cum ar fi acidul 4-morfolino propansulfonic (MOPS).
Procedurile sunt bine stabilite in (Trouson si colab., 1980 si 1982) si (Quinn si colab., 1985).

Mediile de culturd de tesut, in general, sunt sisteme complicate, care contin o serie de
aminoacizi, vitamine si alfi compusi. Unele medii constau din solutii de saruri echilibrate,
suplimentate cu surse de energie de carbohidrati, cum ar fi glucoza, piruvatul si lactatul.
Mediul poate fi, de asemenea, completat cu aminoacizi non-esentiali. Componentele din
mediu sunt adesea derivate din surse non-umane §i non-animale, cum ar fi microorganisme
recombinante. Este de dorit sd se ia masuri pentru a reduce posibilitatea de contaminare, cum
ar fi purificarea adecvatd si tehnici de preparare practicate in domeniu. In plus, mediul poate
include antibiotice, cum ar fi penicilina sau streptomicina, pentru a distruge bacteriile care
pot fi introduse in mediu in timpul procesului de colectare a ovocitelor.

In timpul dezvoltarii in vivo in cadrul sistemului de reproducere feminin, ovocitul este
produs si eliberat din ovar in timpul ovulatiei §i inainteaza prin oviduct spre uter. Lichidul
oviductului contine o serie de componente care oferd hrand pentru ovocit si celulele cumulus
din jurul sdu. Dupd ce are loc fecundarea, zigotul rezultat se deplaseaza in jos prin oviduct si
intrd In uter aproximativ trei zile mai tarziu, fiind supus la transformare internd si
confruntandu-se cu un mediu 1n schimbare. Schimbdri semnificative in dezvoltare apar pe
masurd ce zigotul/embrionul/blastocistul se dezvoltd. Compozitia fluidului in uter care
inconjoara embrionul In dezvoltare este adaptatd la aceste nevoi in schimbare.

Niciun mediu nu este optimizat pentru sprijinirea gametilor, fertilizarea, maturizarea
zigotului §i dezvoltarea embrionului, comparativ cu mediul natural al sistemului de
reproducere feminin. Astfel, un numar de medii specializate au devenit disponibile pentru a
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aborda etapele diferite de dezvoltare a embrionului. De exemplu, mediile G1 i G2 au fost
formulate in mod special pentru a satisface nevoile fiziologice ale etapei de clivaj embrionar
si ale embrionului, in stadiul de dezvoltare de blastocist, cu opt celule. Sursa US 6605468 B1
2003.08.12, Robertson si colab. dezviluie un mediu pentru propagarea de embrioni in stadiu
incipient cétre etapa de blastocist. Mediul contine o cantitate eficienta de factor stimulator al
coloniilor de granulocite-macrofage (GM-CSF), pentru a creste procentul de embrioni pre-
blastocist care se dezvolta in blastociste gata de a fi transferate. Este dezvaluitd, de asemenea,
o metodd de crestere a embrionilor umani in stadiu incipient citre blastociste gata de a fi
transferate. Rezultatul este cd o proportie mai mare de embrioni poate fi adusa la stadiul de
blastocist si utilizatd pentru implantare Intr-un program FIV. Un numir de studii au fost
realizate folosind tehnici de culturd in care embrionii sunt co-cultivati cu celule de hranire
(Menezo si colab,, 1990.; Planchot si colab., 1995). Alti factori stimulatori cum ar fi
citokinele pot fi adaugate la mediu pentru a propaga cresterca embrionului, cum ar fi factorul
de mhibare a leucemiei (LIF), a se vedea, de exemplu, sursa US 5418159 A 1995.05.23,
Factorul inhibitor al leucemiei este un hormon puternic avand utilitate generald in domeniul
embriologiei in vitro, cum ar fi mentinerea liniilor de celule stem embrionare si cresterea
eficientei transferului de embrioni.

In sursa [2] se mentioneaza ¢d in loc de cufundarea celulelor de reproducere umane intr-
un unic mediu de culturd pe tot parcursul procesului FIV, celulele de reproducere pot fi
deplasate printr-o secventd de medii de culturd distincte, pe masurd ce sunt efectuate
diferitele proceduri FIV. Intr-o formulare, mediul de culturd este special conceput pentru a
oferi un mediu fizic similar celui gésit in tractul reproductiv feminin §i care sd conducid la
cresterea si dezvoltarea de embrioni. Dezviluirea sugereaza ca mediul specializat poate fi
oferit pentru extragerea si manipularea ovocitelor, maturarea ovocitului, fecundare obisnuita,
examinarea si biopsia ovocitului, zigotului si embrionului, dezvoltarea embrionard la stadiul
de 8 celule, dezvoltarea embrionara la stadiul de blastocist, transferul de embrioni si
crioprezervarea.

In plus fatd de utilizarea mediilor de culturd disponibile in mod obisnuit pentru prepararea
embrionului, metoda inventiei poate fi combinata cu alte tehnici, pentru a creste
probabilitatea si succesul instaldrii sarcinii. Au fost dezvoltate o serie de metode in care
embrionul este modificat in anumite moduri inainte de transferul in cavitatea uterind. De
exemplu, sursa [3] dezvaluie modificarea enzimaticd a antigenului H de pe suprafata celulard,
prin addugarea uneia sau mai multor unitdti de monozaharide care genereaza celule care sunt
serologic echivalente cu celulele rosii din sange antigen A sau B. Cercetérile indicd faptul ca
existd un receptor pentru hialuronat pe embrion si cd existd, de asemenea, un receptor pentru
hialuronat pe endometrul uterului mamei. Hialuronatul se considerd cé actioneazd ca adeziv
biologic care ajuta embrionul in legarea la endometru si, In consecintd, sprijind implantarea.
Sursa [4], Carter si colab. dezvédluie o metodd de localizare a acidului hialuronic la suprafata
unei celule sau structuri multicelulare (un embrion), pentru a fi utilizatd in proceduri FIV.
Dezviluirea furnizeaza constructe de carbohidrati-lipide care se incorporeaza stabil in bi-
stratul de lipide sau In membrana unei celule sau embrion, modificand activitatea sa biologicd
in scopul de a imbundtdti anumite caracteristici, cum ar fi caracteristicile de crestere,
caracteristicile de depozitare si de supravietuire a embrionului §i probabilitatea de
transpunere a embrionului in urma transferului in uter. in mod similar, sursa [5], Blake si
colab. dezviluie un alt construct preparat exogen pentru a mbundtati fixarea si implantarea
unui embrion. Embrionul este modificat de glicolipide cu cozi de lipide, care sunt inserate in
membrana celulard a embrionului sau in zona pelucidd in care glicolipida a fost modificatd
pentru a Incorpora o parte de legare, In care partea de legare este adaptatd pentru a permite
legarea la o moleculd de fixare. Fixarea embrionului de endometru se poate produce direct
prin portiunile de legare sau prin intermediul unei molecule de legiturd. O altd metodad,
colorarea proteinelor, este 0 metoda pentru modificarea antigenelor externe ale membranelor
celulare fdra transfer de gene. Descrierea pentru cererea internationald [6] indicd cresterca
implementarii prin punerea in contact a embrionului cu o molecula lipidicd de adeziune
modificatd, astfel incit si modifice dezvoltarea embrionului. Sursa US 2013067021 Al
2013.03.14 descrie o altd metodd non-transgenicd pentru schimbéri calitative si/sau
cantitative eficiente in antigenele de suprafatd exprimate de o celuld. Constructele de
molecule sintetice dezvaluite de cétre cercetdtori se incorporeaza in bistratul lipidic al celulei,
si se propune ca o astfel de insertie sa fie favorizatd termodinamic. Metodele anterioare de
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preparare a embrionilor, precum si alte metode practicate in domeniu, sunt avute in vedere in
scopul inventiei de fata.

In procesul FIV traditional, embrionii sunt transferati in cavitatea uterind la doud zile
dupd fecundare, atunci cand fiecare embrion este la stadiul patru celular sau la trei zile dupa
fecundare, cand embrionul este la stadiul opt celular. Este recunoscut faptul céd este de dorit
sd se utilizeze embrioni in stadiul de blastocist, caAnd a ajuns la cinci - sapte zile de cultura.
Metoda FIV, conform inventiei prezente, permite transferul de embrioni in orice moment de-a
lungul spectrului dezvoltare a embrionului/blastocistului. Prin observarea vizuald, cum ar fi
prin cu utilizarea microscopului, blastocistele sau embrionii sunt considerati a fi gata de a fi
transferati la uter atunci cnd cavitatea blastocelicd este evidenta vizibil si cuprinde mai mult
de 50% din volumul embrionului. Intr-un mediu in vivo, aceastd etapd ar fi atinsd, in general,
la patru pand la cinci zile dupd fecundare, la scurt timp dupd ce embrionul a traversat tubul
falopian si ajunge in uter.

Conform celui de al doilea aspect al inventiei, s-a descoperit de citre inventatorii de fata
cd introducerea unei compozitii continand celule mononucleare din sange periferic (PBMCs)
n uterul unei paciente inaintea transferului de embrioni in timpul tratamentului FIV creste in
mod clar probabilitatea de succes a implantdrii embrionilor In endometrul uterului,
conducénd astfel la sarcind viabila. Fara intentia de a fi legat de teoria stiintificd, se crede ci
PBMCs promoveaza sdnatatea si viabilitatea endometrului unei femei si a embrionului
transferat.

PBMC:s sunt celule progenitoare multipotente, care au potentialul de a genera celule de
multiple forme, dar un numar limitat de linii. La sfarsitul unor lungi serii de diviziuni celulare
care formeaza embrionul sunt celule care sunt diferentiate terminal, sau care sunt considerate
a fi dedicate permanent unei anumite functie. Experimente cu celule stem au fost capabile de
a determina celule stem din singe si se comporte precum neuronii, sau precum celulele
creierului - un proces cunoscut sub numele de transdiferentiere. Utilizarea de celule stem
pluripotente de la fetusi, cordoane ombilicale sau tesuturi embrionare derivate din ovule
fecundate in vitro ridicd probleme etice si juridice in cazul materialelor umane, prezinta un
risc de transmitere a infectiilor si/sau pot fi ineficiente, deoarece acestea pot fi respinse de
cétre sistemul imunitar al unui primitor. Se poate argumenta cé utilizarea de PBMCs ridica
probleme mai putin ctice si legale, deoarece PBMCs sunt celulele care sunt obtinute din
sange si nu constituie celule stem, fiind insa capabile de a se diferentia.

Asa cum este utilizata aici, o celuld mononucleard din singe periferic (PBMC) este o
celuld multipotentd, care este extrasd, recoltatd, derivatd, izolatd sau altfel obtinutd din
sangele unui subiect. O PBMC este o celuld de sange si care are un nucleu rotund. Clasa
PBMC include, dar nu se limiteazd la, limfocite, monocite a si macrofage. Aceste celule
sanguine sunt o componentd importantd in sistemul imunitar al organismelor utilizate in
combaterea infectiilor i in operarea altor functii care implica sistemul imunitar. Populatia de
limfocite este formata din celule T (CD4 si CD8 pozitive ~ 75%), celule B si celule NK (~
25% combinate). Populatia PBMC include si celule bazofile si dendritice.

PBMCs pot fi izolate din sdnge periferic uman prin metode obisnuite cunoscute in
domeniu. Celulele pot fi extrase din sange integral utilizand FICOLL® (GE Healthcare Bio-
Sciences AB LLC din Suedia), o polizaharida hidrofild care separd straturile de sénge, care va
separa sangele intr-un strat superior de plasmd, urmat de un strat de PBMCs si o fractiune
bazald de leucocite, eritrocite si celule polimorfonucleare (precum neutrofile, eozinofile).
Celulele polimorfonucleare pot fi apoi izolate prin lizarea celulelor rosii din sange. Ficoll®
este parte a Ficoll-Paque® (GE Healthcare Bio-Sciences AB SRL din Suedia). Ficoll-Paque®
este, in mod normal, plasat in partea de jos a unui tub conic si sdngele este apoi stratificat lent
deasupra Ficoll-Paque®. Dupd ce a fost centrifugat, mai multe straturi vor fi vizibile in tubul
conic, de sus in jos: plasmi si alte componente, stratul de celule mononucleare continand
PBMCs, Ficoll-Paque® si eritrocitele si granulocitele care sunt prezente in forma de pelete.
Accasta separare permite recoltarea facild de PBMCs. Poate interveni captarea unora dintre
celule rosii din singe (prezenta eritrocitelor si granulocitelor) in stratul PBMC sau Ficoll-
Paque®. Poate apdrea uneori coagularea majord a sangelui in stratul PBMC.
Etilendiamintetraacetat (EDTA)) si heparina sunt utilizate in mod obisnuit in combinatie cu
Ficoll-Paque® pentru a preveni coagularea. Deoarece stratificarea Ficoll-Paque® este un
proces foarte lent, au fost dezvoltate dispozitive care ajuta la dispunere, care constituie etapa
consumatoare de cel mai mult timp. Un astfel de produs este SepMate™ -50 (StemCell
Technology Inc din Canada), un tub specializat care contine o insertie poroasa, care formeaza
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o barierd fizicd intre Ficoll-Paque® si proba de sange. Acest lucru permite ca proba de sange
sa fie picuratd rapid pe insertie, evitdnd necesitatea suprapunerii direct pe Ficoll-Paque®.
Insertia SepMate™ reduce, de asemenea, durata etapei de centrifugare si, dupa centrifugare,
stratul superior contindnd plasméd si PBMCs poate fi turnat intr-un recipient separat. Alte
dispozitive includ o coloand care contine o barierd cu mare densitate poroasd polietilenicd sau
"fritd." Aceste produse permit sangelui sd fie intins mult mai rapid, fard amestecare de
polizaharida si sdnge. Un exemplu de un astfel de produs este "System Accuspin Histopaque-
1077" comercializat de Sigma Aldrich. De asemenea, este posibil ca sistemul de separare
Ficoll-Paque® sa fie inclus intr-un tub vacutainer de colectare a sangelui. Astfel de
vacutainere sporesc confortul si siguranta de colectare a produselor din sdnge, dar sunt mult
mai costisitoare decdt vacutainerul de bazd. Un alt astfel de produs, Floaties™, a fost
demonstrat a dispune in mod eficient singele sau o suspensie celulara pe Ficoll® folosind un
amestec special de granule polimerice sau pelete. Acest produs este ieftin, reduce dependenta
cercetdtorului de tehnicd si, de fapt, accelereazd procesul de suprapunere. Oricare dintre
tehnicile de mai sus, inclusiv alte tehnici, care sunt sau vor deveni practicate in domeniul
colectarii, izolarii, extragerii, recoltdrii, separarii, ¢limindrii, sau in orice alt mod destinate a
obtine PBMCs din singele unui organism, uman sau animal, sunt avute in vedere in domeniul
de aplicare al variantelor de realizare ale inventiei de fata.

Intr-unul din aspectele inventiei prezentate aici, este un procedeu de cultivare a celulelor
PBMCs. Metoda cuprinde cultivarea celulelor pe placi acoperite cu fibronectind intr-o
atmosferd umeda care contine de la 4,8% la 6,0% dioxid de carbon (CO»), la o temperaturd in
mtervalul de la 36,7°C 1a 37,3°C, la o densitate de la 104 la 107/mL. Intr-o varianta de
realizare preferatd a metodei, PBMCs sunt cultivate pentru o perioadd de timp aflatd in
intervalul de la 46 de ore la 72 de ore. In varianta cea mai preferatd, PBMCs sunt cultivate pe
placi acoperite cu fibronectind intr-o atmosferd de 5,0% CO; la o temperaturd de 37,1°C,
timp de 48 de ore.

Mediul de culturd utilizat aici pentru propagarea de PBMCs extrase este un mediu
Roswell Park Memorial Institute, cunoscut sub numele de mediu RPMI, disponibil din
diferite surse. Mediul RPMI este adesca folosit pentru celule si tesuturi de culturd. Mediul
RPMI 1640 a fost in mod traditional folosit pentru cresterea celulelor limfoide umane fara
ser, celule de maduva osoasa si celule de tip hibridoma. Mediul RPMI 1640 utilizeaza un
sistem de tamponare pe bazd de bicarbonat i diferda de majoritatea mediilor de culturd de
celule de mamifer in formularea sa pH 8. Mediul preferat in conformitate cu metodele din
inventie utilizeazd un mediu de culturd RPMI 1640 contindnd L-glutamind si bicarbonat de
sodiu.

Conform unui alt aspect al inventiei, albumina umana recombinantd (HRA) se adaugid la
mediul de cultura. HRA este binecunoscutd ca fiind o proteind purtitoare prezentd in
concentratii mari In plasmd, cu un timp circulator de Injumatétire de aproximativ 19 zile.
Accasta opereaza in transporturile de acizi grasi la nivelul tesuturilor, stabilizarea proteinelor,
legarea ionilor metalici la suprafete si are un efect antioxidant in plasmd. HRA este
disponibila pe scara largd de la un numar de furnizori, de exemplu de la Novozymes, Inc sau
Sigma-Aldrich, LLC. Adaugarea HRA in timpul metodei inventiei la mediul de culturd
actioneazd ca un supliment alimentar care Iimbunétiteste cresterea PBMCs.

Intr-un alt aspect al inventiei, gonadotropina corionicd umand (hCG) se adauga la mediul
de culturd RPMI 1640. Gonadotropina corionicd umand (hCG) este eliberatd in organism, in
circulatia maternald in timpul sarcinii prin sincitiotrofoblaste placentare. Aceasta s-a dovedit
a fi un hormon imuno-modulator i s-a raportat cd administrarea de hCG creste succesul
sarcinii §i antiserul hCG inhibd implantarea fetala. hCG interactioneaza cu anumiti receptori
(receptorii LHCG) si promoveazd mentinerea corpului luteinic in timpul inceputului sarcinii,
facAndu-l sd secrete hormonul progesteron. Progesteronul imbogateste uterul cu o captuseald
groasd a vaselor de sdnge si a capilarelor, astfel incdt sd poatd sustine dezvoltarea
embrionului si fatului. Datoritd Incarcaturii sale inalt negative, hCG poate respinge celulele
imune ale mamei, protejand fatul in timpul primului trimestru. De asemenea, s-a emis ipoteza
¢ hCG ar putea constitui o legaturd placentard pentru dezvoltarea imunotolerantei materne
locale. De exemplu, celulele endometriale tratate cu hCG induc o crestere in apoptoza celulei
T (dizolvarea de celule T). Aceste rezultate sugereazd cd hCG ar putea fi o verigd in
dezvoltarea tolerantei imune peritrofoblastice, si poate facilita invazia trofoblastica, care este
cunoscutd a accelera dezvoltarea fetald In endometru (Kayisli si colab., 2003). S-a sugerat, de
asemenea, cd nivelurile de hCG sunt legate de severitatea stirii de rdu matinal la femeile



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4526 C1 2018.09.30

13

gravide. Concentratia minimd de hCG a mediului de culturd al inventiei nu este mai mica de
5 Ul/mL. In scopul claritatii, s-a constatat aici c¢a prezenta hCG 1n mediul de culturd preparat
conform metodei inventiei functioneazd ca un agent promotor care imbundtiteste capacitatea
PBMCs de a stimula cresterea tesutului, In mod special cresterea endometrului in timpul
procesului FIV al inventieci. PBMCs cultivate si/sau compozifia de culturd proaspita si
combinatd de PBMC ar¢ capacitatea de a modifica dimensiunea si receptivitatea tesutului
endometrial al pacientei, atunci ¢and este tratat cu compozitia PBMC a inventiei. Acest lucru
duce la o crestere a dimensiunii, In mod special o crestere a grosimii endometrului, precum si
la o capacitate sporitd a endometrului de a fixa embrionul dupa implantare.

Metoda de fertilizare in vitro a inventiei furnizeaza utilizarea de PBMCs obtinute prin
tehnica de cultivare de mai sus, in scopul de a Imbundtéti instalarea sarcinii. Dupa obtinerea
de ovocite de la un pacient de sex feminin, o cantitate de PBMCs este extrasd din sdngele
pacientei. Aceastd cantitate de PBMCs este apoi cultivatd intr-un mediu de culturd adecvat, in
conformitate cu metoda dezvaluitd mai sus, pentru a obtine o cantitate si calitate doritd a
PBMC:s. Dupé o perioadd de timp de asteptare sau intarziere predeterminatd discutatd aici, o
cantitate suplimentard de sdnge este obtinutd de la pacient si 0 noud cantitate de PBMCs este
extrasd din sange. Alternativ, lotul de sdnge obtinut la inceput de la pacientd poate fi Impartit
in diferite fractiuni continind PBMCs, dintre care una sau unele sunt cultivate, si una sau
unele sunt mentinute in stare proaspéata. Cantitatea proaspata este preferabil obtinutd in ultima
71 a perioadei de timp de asteptare predeterminatd. Unele PCMBs proaspete sau toate sunt
apoi combinate cu o parte sau cu intreaga cantitate de culturd de PBMCs, pentru a obtine o
compozitie care contine atdt PBMCs proaspete, cit si cultivate. Concentratia de PBMCs intr-
o compozitie preferati a PBMC conform inventiei se afld in intervalul de la 4 1a 5 milioane
de celule pe fiecare mililitru de compozifie; totusi concentratii de pand la 8 milioane de
celule/mL de compozitie sunt operabile in domeniul de aplicare al inventiei. Compozitia
poate fi amestecatd sau mixatd in continuare sau prelucratd prin orice metodad dezirabila,
astfel incat sd combine PBMCs fird a deteriora celulele. Aceastd compozitie de PBMCs este
apoi introdusd, in mod obisnuit, prin injectare prin cateter in cavitatea uterind a pacientei.
Conform inventiei, Intre 20 si 72 de ore mai tarziu, cel mai preferabil in 24 de ore, unul sau
mai multi embrioni sunt transferati in uter, pentru implantare, in scopul de a se efectua
sarcina. Cercetatorii de fatd au demonstrat ca aceasta tehnicd permite corpului sa utilizeze
PBMC:s ca subansambluri, pentru a creste grosimea stratului de endometru la nivelul uterului
s, prin aceasta, sd reducd riscul de esec al instaldrii sarcinii.

Este important ca PBMCs sd fie extrase chiar de la pacient In cursul tratamentului FIV al
inventiei. Cu toate acestea, se prevede In sfera de aplicare a inventiei, ca cantitatea de culturd
de PBMC:s poate fi obtinutd de la un individ, altul decét pacienta care este supusd transferului
de embrioni in vitro. In acest caz, cantitatea proaspita de PBMCs se obtine, preferabil, de la
pacienta supusa transferului de embrioni, pentru a pregéti rdspunsul autoimun al pacientei.

Diagnosticele de preimplantare, atat pentru embrioni, cat si pentru sistemul reproductiv al
pacientei, constituie un alt aspect al prezentei inventii. in ceea ce priveste diagnosticul
pacientei, examinarea grosimii endometrului, care poate fi méasuratd in mod tipic prin
ultrasuncte, este preferabil sd fie situatd in intervalul de la 9 mm la 11 mm, In momentul
transferului de embrioni.

De asemenea, In mod obisnuit sunt efectuate diagnostice post-implantare. Testarea pentru
a determina dacd unul sau mai mul{i embrioni au fost implantati in endometru, adica, daca
procedura a condus la instalarea unei sarcini viabile, este realizatd la doud saptaméni dupa
transfer, folosind, de exemplu, teste de sange pe b-hCG (gonadotropina corionicd umana) si
alte tehnici cunoscute in domeniu. hCG este esential In diagnosticul de sarcind si in conditiile
legate de sarcind, cum ar fi sarcina ectopicd, avort spontan, trisomia 21, sarcind molard si
coriocarcinom. Aparitia "sarcinii biochimice", se petrece atunci cdnd o sarcind este
diagnosticatd prin detectarea de hCG in ser sau urind, care nu se¢ dezvoltd intr-o sarcina
clinicd. Sursa US 4315908 A 1982.02.16, Zer si colab. stabileste o metoda pentru detectarca
hCG In wrind prin radioimunoanalizd. Brevetul US 8163508 B2 2012.04.24, O'Connor si
colab. furnizeazd o metodd si un kit pentru estimarea sarcinii la un subiect prin metoda hCG,
determinand cantitatea de izoform de hCG asociat sarcinii premature dintr-o probd. Aceste
metode de diagnostic, precum si altele, sunt utile in domeniul de aplicare al inventiei.

Medicii depun eforturi pentru a identifica acei embrioni pentru transfer care sunt cei mai
potriviti pentru a obtine o sarcini viabild. In anumite variante de realizare, prezenta inventie
prevede testarea morfologicd, genetica si cineticd a ovulelor, blastocistelor sau embrionilor
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prelevati de la pacientd si preparati in vitro. Metodele de diagnostic includ analiza
microscopicd fizicd a embrionului, pentru a identifica acei embrioni care par si se dezvolte
normal, prin observarea caracteristicilor morfologice ale embrionului si testarea geneticd a
embrionului. "Diagnosticul genetic de preimplantare” constatd dacd embrionul contine
modificdri sau anomalil genetice, structurale, si/sau cromozomiale, prin analiza corpurilor
polare, blastomerilor sau trofectodermului. "Screening-ul genetic de preimplantare” implicd
analiza corpurilor polare, blastomerilor sau trofectodermului embrionilor pentru detectarea
aneuploidiei, mutatiei si/sau rearanjarii ADN. Cel putin trei tehnici de incubare de bazd si de
biopsie asistatd sunt cunoscute in domeniu pentru diagnosticarea embrionilor. Aceste tehnici
includ crearea mecanicd a unei incizii in zona pelucida a embrionului cu ajutorul unui cutit
microchirurgical specializat sau a unui ac de sticld; digerdnd chimic o portiune din zona
pelucida cu acid, cum ar fi solutie Tyrode; sau indepértarea zonei pelucide folosind un laser
pentru a ajuta la separarea blastocistului.

Intr-o variantd de realizare preferatd, prin observare vizualda a embrionului cu ajutorul
microscopiel (de exemplu, microscop Nikon Eclipse TE 2000-S), embrionul va prezenta
anumite caracteristici fizice sau morfologice determinate simultan, inainte de a fi implantat in
uter. Starea maturitdtii blastocistului va fi determinata ca fiind in intervalul I AB - VI AA,
conform clasificdrii (Gardner si colab, 1994), incorporatd aici prin referire, prin care sunt
clasificate masa intracelulard si grosimea stratului trofectoderm. Nivelul VI AB reprezinta
maturizarea blastocistului la cel mai inalt nivel, corespunzand unui blastocist format care
incubeaza din zona pelucida.

Diagnosticul genetic al embrionului poate fi realizat prin orice tehnici cunoscute in
domeniu, cum ar fi tehnica traditionald matriciald CGH pentru cromozomul artificial
bacterian (BAC), si altele asemenea. Tehnicile micromatriciale, de asemenea denumite
microchip, biochip, au devenit utilizate pe scard largd pentru exprimarea genelor si alte
cercetdri genomice §i oferd avantaje tehnice pentru BAC. Micromatricea este in general
executatd prin imprimare sau sintezd de acid nucleic, care este complementar cu secventele
cunoscute intr-un genom pe o suprafati. Intregul genom al unui organism sau parti ale
acestuia pot fi evaluate prin hibridizare amplificatd si marcare fluorescentd a AND-ului (acid
dezoxiribonucleic) la matrice. Sursa US 2012/587406, inclus aici prin referintd in totalitatea
sa, dezvéluie metode de fertilizare in vitro, in care diagnosticul genetic de preimplantare al
tuturor celor 24 de cromozomi din embrionul FIV este realizat prin amplificarea intregului
genom i prin analize micromatriceale de polimorfisme. Metoda presupune biopsierca
embrionului FIV pentru a indeparta una sau mai multe celule si extragerea acidului nucleic
din celule. Efectuarea amplificdrii genomului permite apoi colectarea de informatii genetice
ale embrionului in scopul de a anticipa normalitatea geneticd a embrionului, pe baza
informatiilor genetice obtinute. Aceasta tehnicd face posibild, de asemenea, determinarca
cariotipului embrionului. Dupd ce embrionii sunt analizati, ei sunt clasificati in functie de
potentialul de implantare in uter. in variante de realizare in care embrionii sunt analizati din
punct de vedere genetic, unul sau mai multi embrioni potrivi{i pentru implantare in uter sunt
selectati pe baza predictiilor genetice.

Diagnoza cineticad a embrionului este o altd procedurd importanta, disponibild in vederea
selectarii embrionilor cei mai potrivifi, cei mai sdndtosi, pentru transferul embrionilor. Un
mstrument disponibil este sistemul de monitorizare al embrionului Primo Vision cu filmare
spatiala (Vitrolife AB, Goéteborg, Suedia). Prima Vision este un si sistem computerizat si de
fotografiere, care este conceput sad capteze imaginile embrionilor, utilizat in ciclurile de
fertilizare in vitro, pe masurd ce acestia cresc in incubator. Imaginile embrionului care se
dezvoltd intr-un vas de cultura, captate de aparatul de fotografiat, sunt afisate pe un ecran de
computer in laborator. Sistemul computerizat furnizeazd nu numai imaginile embrionilor, dar
si informatii despre tiparul lor de crestere. Aceste informatii permit embriologilor si
clinicienilor s& observe dezvoltarea sanatoasa a embrionilor §i sd detecteze orice probleme in
momentul diviziunii celulare care ar putea apdrea in timpul primelor etape de crestere.
Avantajul suplimentar al Primo Vision este acela ci permite ca aceste observatii sa fie facute
fara indepértarea embrionilor din incubatorul lor. Acest lucru permite embrionilor sd rdméand
mtr-un mediu controlat, in care tind si creascd mai repede. Conform inventiei, embrionii cei
mai dezirabili a fi selectati pentru transferul de embrioni ar trebui sa afiseze urmatoarele
criterii cinetice: un factor de timp de 5...12 ore pentru divizare din etapa de 2 celule in etapa
de 3 celule; ar trebui sd aibd 3 celule la 35...40 de ore dupd stadiul de zigot; 5 celule la
48...56 de ore dupa etapa de zigot; 8 celule la inceputul celei de a treia zi de dezvoltare.
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Toate celulele ar trebui sd aibd, preferabil, aceeasi dimensiune, sau cat mai apropiatd posibil,
iar nivelul de fragmentare ar trebui sa nu fie mai mare de 5...10 %.

Conform prezentei inventii, ovocitele obtinute de la pacient sau ovocitele fecundate care
s-au dezvoltat pana la stadiul de embrion gata de transfer sunt pastrate pe parcursul perioadei
de timp pand cand sistemul imunitar al pacientului este suficient de pregatit sa accepte
embrionul pentru gestatie, pentru perioada de timp necesard pentru a suprima raspunsul
autoimun al pacientului. Cei mai multi pacienti doresc sd conceapd propriii descendenti, daca
este posibil si, prin urmare, doresc sa utilizeze propriile ovocite sau embrioni. Prin urmare, in
cele mai multe situatii, trebuie sa fie prezervati ovocitele sau embrionii pacientului.

Intr-o anumitd categorie de femei care prezintd infertilitate, femeia nu este aptd si
produca ovule sau sa ovuleze, sau intAmpind anovulatie sau oligoovulatie, astfel Incat
ovocitul (ovocitele) donator (donatoare) sau embrionul (embrionii) donator (donatori), care
sunt obtinuti de la un alt individ de sex feminin, sunt furnizati pentru procedura in vitro. Prin
urmare, este de asteptat in domeniul de aplicare al anumitor variante de realizare ale inventiei
faptul ca pacientul va fi inseninat cu embrionii care nu au fost obfinuti de la pacienta insasi,
ci sunt obtinuti de la un individ diferit, prin urmare, un ovocit donator sau un embrion
donator este transferat pacientei pentru instalarea sarcinii.

De asemenca, in cadrul scopului inventiei se afla variante de realizare in care ovulele sau
embrionul de la o specie sunt transferate la o specie diferitd de cea de la care oul sau
embrionul sunt obtinuti. De exemplu, un embrion de la un méagar poate fi implantat in uterul
unui cal.

Totusi, cazul cel mai frecvent intdlnit rdméne in continuare acela in care se cere
prezervarea ovocitelor sau embrionilor (de obicei obtinute din cele ale pacientului, dar,
posibil, si din altd sursd). Conservarea poate fi asiguratd prin supunerea ovocitului sau
embrionului la conditii de temperaturd scazutd, cum ar fi ricire lentd, congelare rapidd si
vitrificare. Spre deosebire de spermd, care a fost inghetatd cu succes si utilizatd pe parcursul
anilor, ovulele contin o mare cantitate de apd, ceca ce face mai dificild congelarea. Atunci
cand ovulele sunt Inghetate, se pot forma cristale de gheatd in interiorul ovulului. Aceste
cristale de gheatd pot distruge structura celulei. Pentru a ajuta la diminuarea cantitdtii de
cristale de gheatd, oamenii de stiin{d au eliminat o parte din apa pe masurd ce ovulul a fost
mghetat lent. Sursa US 2010/777149 descrie o metodd care cuprinde centrifugarea ovocitelor
sau embrionilor (de exemplu de la cdini, pisici, porci, efective de animale, soareci, sobolani si
maimute), pentru a polariza lipidele citoplasmatice in afara ovocitului sau celulelor
embrionare, supunind ovocitele sau embrionii la conditii de temperaturd scdzutd in prezenta
unui crioprotector care duce la inghetarea ovocitelor sau embrionilor Tnainte de depolarizarea
lipidelor, urmatd de depozitare la temperatura scdzuta a ovocitelor sau embrionilor congelati.
Cu toate acestea, pand acum s-a dovedit a fi imposibil de indepdrtat toatd apa, si, astfel,
formarea de cristale de gheatd intra si extracelulard nu poate fi prevenita prin congelare lenta.
Astfel, fertilizarea ovocitelor, viabilitatea embrionilor §i instalarea sarcinii, in cazul acestor
ovule congelate lent, odatd dezghetate, este scazuta.

Congelarea rapida a fost incercatd cu utilizarea de crioprotectori. Un crioprotector este o
substanta care este folositd pentru a proteja tesutul biologic de deteriorarea survenitd prin
formarea de gheatd. Crioprotectorii opereaza prin cresterea concentratiei substantei dizolvate
in celule. Pentru a fi viabili din punct de vedere biologic, crioprotectorii trebuie sd penetreze
celulele cu usurinta si sd nu fie toxici pentru celule. Crioprotectori conventionali sunt glicoli,
cum ar fi etilen glicol, propilenglicol si glicerol; 2-metil-2,4-pentanediol (MPD); sulfoxid de
dimetil (DMSO) si sucroza. Glicerolul si DMSO au fost utilizate timp de decenii de cétre
criobiologisti pentru a reduce formarea de gheatd in sperma §i embrionii care sunt conservati
prin racire in azot lichid. S-a constatat cd amestecurile de crioprotectori au o toxicitate mai
micd §i sunt mai eficiente dect crioprotectorii utilizai ca agent unic. Un amestec de
formamida cu DMSO, propilenglicol si un coloid a fost timp de multi ani cel mai eficient
crioprotector creat in mod artificial. Multi crioprotectori functioneazi, de asemenca, prin
formarea de legaturi de hidrogen cu molecule biologice pe mésura ce moleculele de apa sunt
dislocate. Legarea hidrogenului in solutiile apoase este importantd pentru functionarea
adecvatd a proteinei si ADN-ului. Astfel, pe méasurd ce crioprotectorul inlocuieste moleculele
de apd, materialul biologic 1si pastreaza structura si functia sa fiziologicd nativa, desi ¢le nu
mai sunt scufundate intr-un mediu lichid.

Mai recent, procesul vitrificdrii, un proces de inghetare si solidificare fard formare de
cristale de gheatd, a fost aplicat pentru a prezerva ovocitele si embrionii, fesuturile biologice
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si organele pentru transplant si in crionizare. Unii crioprotectori opereazd prin scaderea
temperaturii de tranzifie vitroasi a unei solutii sau a unui material. In acest fel,
crioprotectorul previne congelarea reald, iar solutia 151 mentine o anumiti flexibilitate in faza
sticloasa. Desi congelarea lentd si rapidd sunt operabile, vitrificarea este metoda preferata de
prezervare a ovocitelor sau embrionilor, in conformitate cu metoda inventiei. In timpul
vitrificarii, ovocitul sau embrionul este inghetat suficient de rapid astfel incét cristalele de
gheatd sd nu aibd timp si se formeze. Orice tehnica de vitrificare cunoscutd poate fi utilizata
in cadrul metodei inventiel pentru conservare si depozitare. De obicei, ovocitul sau embrionul
este inifial introdus intr-o baie cu o concentratie mai micd de antigel, impreund cu sucroza,
pentru a elimina apa din ovocit sau embrion. Ovocitul este apoi introdus intr-o baie cu
concentratie mare de antigel pentru mai putin de un minut, timp in care ingheatd instantaneu.
Un exemplu al procesului vitrificérii operabil in cadrul procesului inventiei, implicd plasarea
embrionilor mentinuti in mediu MEDICULT®, la o temperaturd de 37°C, iar apoi plasarea
embrionilor in mediu la 22...24°C, care este ulterior plasat intr-un recipient special pentru
crionizare sau purtdtor de tip crioleaf in azot lichid.

Conform metodei FIV a inventiei, pacienta este gata sd continue transferul de embrioni
atunci cand este stabilit faptul cd sistemul autoimun al pacientei si-a recépatat echilibrul
hormonal. La acel moment, crioprezervarea ovulelor sau embrionilor obtinuti prin FIV este
incheiatd. Ovocitul (ovocitele) sau embrionul (embrionii) se Indepérteaza din solutia antigel
si sunt decongelati. Odatd decongelat, un ovul nefecundat poate fi fecundat prin oricare dintre
tehnicile descrise mai sus printr-o tehnologie de reproducere asistatd care injecteazd un
spermatozoid direct intr-un ovul. Embrionul este decongelat prin extragerea acestuia din
solutia de azot lichid, plasarea intr-o solutie cu o temperaturd de aproximativ 37°C, spélarea
la temperatura camerei, plasarea din nou intr-o solutie de 37°C, plasarea intr-un mediu de
culturd, apoi plasarea intr-un incubator mentinut la o temperaturd similard cu temperatura
interna a cavitatii uterine feminine, 36,8...37,2°C, pentru o perioadd de la 5 1a 24 de ore, cel
mai preferabil la o temperaturd de 37,1°C, timp de 5 panad la 7 ore.

in etapa finald a procedeului conform inventiei este procedura prin care unul sau mai
multi embrioni sunt introdusi in corpul pacientei intr-o incercare de a produce sarcina.
Accastd procedurd este numitd "transfer de embrioni” si implicd transferul embrionului in
uter, cavitate uterind sau tuburi falopiene. Transferul embrionilor implicd de obicei plasarea
embrionilor selectati prin colul uterin in cavitatea uterind a pacientei cu ajutorul unui cateter
mic, maleabil si ghidat de o sondd cu ultrasunete. Dupd cum s-a mentionat anterior, in
conformitate cu metoda conform inventiei, de preferintd cu cel putin 24 de ore inainte de
transferul de embrioni, endometrul uterului pacientei este pregétit prin injectarea unei
compozitii de PBMCs in cavitatea uterind, folosind un cateter adecvat pentru livrare.
Embrionul este de obicei mentinut intr-un mediu de transfer de embrioni, de exemplu, mediu
UTM Medicult®, si poate contine HAS, insulind umana recombinantd, gentamicina.

Este un alt aspect suplimentar al prezentei inventii faptul cd instalarea sarcinii este mai
departe promovatd prin introducerea de antigene de histocompatibilitate, cum ar fi antigenul
leucocitar uman solubil G (sHLA-G) in sistem, care functioneaza ca "comunicatori-prieteni
sau dusmani”, pentru a permite recunoasterea pozitivd si acceptarea embrionului de cétre
sistemul imunitar al femeii. HLA-G, precursorul formei sale solubile, sHILA-G; a fost detectat
de catre cercetdtori in preimplantarea embrionilor §i in mediile de culturd inconjurdtoare
obtinute in timpul studiilor FIV. Aceste constatari au sugerat cd sHLA-G este implicat incéd de
la primele etape ale sarcinii. De asemenea, este sugerat potentialul sHLA-G de a opera ca
indicator al calitdtii embrionilor (Menicucci si colab., 1999). Un studiu sugercazd ca
nivelurile sHLA-G la supernatanti in preimplantarea embrionilor pot fi cuantificate si
sugercaza rezultate pozitive cu probabilitatea de sarcind, actionind ca un indicator util al
calitatii embrionului, care poate fi utilizat in asociere cu testareca morfologicd in cadrul
criteriilor de selectie a embrionului, pentru a creste probabilitatea de implantare de succes.
Intr-o variantd de realizare, s-HLA-G este addugat la mediul de transfer embrionar, cu o
masurare a concentrafiei preferate in mediul de transfer embrionar situatd in intervalul de
densitate opticd (OD) de la 0,175 1a 0,350, unde OD Inscamna densitatea opticd masurati la o
lungime de unda in intervalul de la 400 la 450 nm, mai precis, la o lungime de undéd de 405
nm. Procedura de determinare a concentratiei de SHLA prin méasurarea densitdtii optice este
descrisa pe larg Intr-un numér de publicatii (de exemplu, S. Marti si colab., 2007). s-HLA-G
este addugat la mediul de transfer embrionar, iar embrionul este apoi cultivat In mediul
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respectiv, timp de 5 pand la 20 min si mai preferabil timp de aproximativ 10 min, imediat
mainte de transferul embrionului in uter.

Un aspect inrudit al inventiei furnizeazd o metoda de crestere, reparare, inginerizare,
restaurare, sau altd modalitate de tratare a unui fesut tintd al unui pacient prin cresterea
tesutului tintd in prezenta compozitiei PBMC, conform procedeului stabilit in aceastd
dezviluire. tesutul este crescut prin introducerea tesutului in prezenta PBMCs cultivate, sau
prin cultivare utilizdind compozitie PBMC combinatd din PBMCs cultivate si proaspete.
Ambele procese, atat procesul in vivo, cat si cel in vitro sunt avute In vedere. O variantd de
realizare a unei asemenea metode este aceea cd fesutul fintd este endometrul uterului unei
paciente. Cu toate acestea, asa cum este dezvaluit in sursele US 7795018 B2 2010.09.14 si
US 8216838 B2 2012.07.10, Kuwana si colab., PBMCs sunt recunoscute ca fiind celule
multipotente care sunt foarte potrivite pentru transplant de celule in vedereca regenerarii
organelor, inclusiv oase, cartilagii, muschi scheletic, tesut adipos, muschi cardiac, vascular,
endotelial si neuronal. Prin urmare, procedeul, mediul de culturd si compozitia conform
inventiei cuprinzand o combinatic de PBMCs, atit de culturd, cit si proaspete din prezenta
inventie pot fi extinse mult dincolo de limitele tratamentului FIV si tratarea endometrului, la
aplicatiile care implicd cresterea, repararea §i inginerizarea altor fesuturi, care sunt apte de a
fi tratate prin PBMCs.

Este de remarcat aici ¢d conceptul si aplicarea acestei inventii are relevanta cea mai mare
pentru om, dar este aplicabild implantérii embrionului la o0 mare varietate de animale. Aceasta
inventie nu este limitatd la fertilizarea in vitro umand sau implantarea embrionului folosind
sistemul de intdrziere autoimund cu utilizarea compozitiilor PBMC. De exemplu, tehnica
poate fi utilizatd pe animale, cum ar fi animalele murine, inclusiv sobolanul cenusiu si
soarecele de casd; cu animalele de companie, inclusiv clini si pisici; si cu efectivul de
animale domestice, cum ar fi porci, cai, migari, capre, oi, lame si alpaca, printre altele, in
scopul de a creste rata natalitdtii la astfel de animale. Aceste cresteri vor avea implicatii
financiare semnificative In industria efectivelor de animale si implicatii sociale in domeniile
cercetarii si dezvoltarii stiintifice si medicale.

Desi inventia este in general definitd ca mai sus, specialistii in domeniu vor aprecia ci
aceasta nu se limiteazd la aceasta §i include variante de realizare din care exemplele
urmétoare furnizeaza o descriere suplimentara. Este de inteles ¢d alte modificari functionale
specifice pot fi efectuate in scopul de aplicare In domeniu, fard a ne indeparta de scopul
prezentei inventii. Avantajele inventiei sunt demonstrate de citre exemplele de mai jos, care
sunt expuse pentru a ilustra metodele si compozitia inventiei si sunt menite a fi pur
exemplificative in ceea ce priveste principiile §i aplicarile inventiei §i nu trebuie vazute ca o
limitare in ceea ce priveste domeniul acesteia.

Exemplele de mai jos ilustreazd prezenta inventie. A fost efectuat un studiu pentru a
examina i compara cele doud proceduri FIV, Prima procedurd a fost denumitd metoda "FIV
cu embrion proaspat" si a doua procedurd a fost denumiti metoda "FIV cu embrion
crioprezervat". Comparatia statisticd a rezultatelor clinice a fost realizatd pentru a examina
efectul 1n ratele de sarcina la femeile care prezintd infertilitate sau intarziere in implantarea
embrionului sau a blastocistului in cavitatea uterind a femeii dupd extragerea ovocitului.
Termenii "rata sarcinii”, "rata clinicd a sarcinii " §i "rata de implantare" sunt utilizati aici
interschimbabil si s¢ referd la numérul de sarcini clinice exprimate per 100 de cicluri de
transfer de embrion. In continuare a fost investigat efectul administrdrii celulelor
mononucleare din sdngele periferic intrauterin (PBMC) asupra ratelor de sarcind, pentru
ambele proceduri, atat pentru "FIV cu embrion proaspit", cat si pentru "FIV cu embrion
crioprezervat'.

Subiecti: au fost examinate in total o sutd optzeci (180) de femei prezentdnd infertilitate.
Anterior prezentului studiu, fiecare pacienta fusese supusa in prealabil la doua sau mai multe
tratamente “FIV cu embrion proaspét” esuate si cel putin un “FIV cu embrion crioprezervat”
esuat, Inainte de participarea la prezentul studiu. Femeile au fost Impartite in 2 grupe a cate
90 de femei per grup. Varsta medie a femeilor din grupul 1 a fost de 35,5 + 3,4 ani. Varsta
medie a pacientelor din grupul 2 a fost de 36,5 + 5,5 ani. Subiectii au fost pregatiti dupa cum
urmeaza.

Procedura FIV: s-a aplicat protocolul standard FIV folosind un a-GnRH (hormonul de
eliberare a gonadotropinei) pentru stimularea ovariand controlatd a pacientelor din ambele
grupuri. Perioada de stimulare a ovarului pentru fiecare pacientd a fost intre 10 si 12 zile.
Marimea medie a foliculilor a fost mdsuratd ca fiind de aproximativ 18 mm la momentul
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punctiei transvaginale. Au fost aplicate pacientelor din ambele grupuri Gonal, Menopur,
Choragon, pentru mentinerea fazei luteale. In general, 10 pani la 12 ovule au fost extrase de
la fiecare pacientd. Nu mai putin de 80% din ovocitele obtinute au fost suficient de mature
pentru a fi fecundate (etapd de maturizare MII, conform determindrii prin clasificarea
Gardner).

Dupa extragerea ovocitelor, ele au fost cultivate in mediu FIV Universal (MEDICULT®
disponibil de la Origio A/S Corporation, Danemarca) avand concentratia de CO; in intervalul
5,5...5,7%, la o temperaturd de 36,8...37,1°C. Ovocitele au fost apoi fecundate atat prin
ICSI, cét si prin procedura standard FIV. Tehnica a fost aleasa luidnd in considerare indicatori
referitori la spermd, vérsta pacientei, experienfa incercirilor FIV anterioare cu rezultat
negativ. In cazul procedurii FIV standard, spermatozoizii au fost adiugati ovocitelor in mediu
UniFIV. Zigotii dezvoltati in ziua urméatoare au fost plasati intr-un mediu ISM-1. In cazurile
in care ovocitele au fost obtinute prin punctie transvaginald, acestea au fost plasate In mediu
UniFIV. Dupd fertilizarea prin procedura ICSI, ovulele au fost imediat plasate in ISM-1.
Embrionii au fost cultivati in mediu FIV MEDICULT® Universal pe parcursul primelor trei
zile pentru dezvoltareca embrionului de clivare si In mediu MEDICULT® BlastAssist pe
parcursul zilei a patra §i a cincea de culturd, pand la formarea blastocistului. Transferul de
embrion a fost efectuat utilizand mediu UTM MEDICULT®.

Vitrificare: vitrificarea a fost aplicatd blastocistelor sau embrionilor in ziua a 5-a de
dezvoltare, utilizind metoda standard MEDICULT®. Embrionii au fost plasati in solutiile
specificate, pentru a indeparta cat mai posibil din apd. Embrionii au fost plasati pe purtatori
de crionizare in azot lichid. Nu au fost plasai mai mult de doi embrioni pe un purtdtor.
Embrionii congelati au fost depozitati pe durata asteptarii o perioada de trei luni pand la un
an.

Preparare PBMC: celulele mononucleare din sangele periferic (PBMC) au fost extrase de
la fiecare pacientd. Prima cantitate de PBMCs a fost preluatd de la pacientd in ziua primirii
ovocitelor In protocoalele "FIV cu embrion proaspat”, sau cu trei zile inainte ca embrionii sd
fie transferati in uter in protocoalele "FIV cu embrion crioprezervat”. Initial, 10 mL de sange
periferic au fost recoltati de la fiecare pacienti. Intreaga cantitate (10 mL) din singele
periferic a fost amestecatd cu 10 mL. de mediu RPMI 1640 MEDICULT® cu L-glutamind si
bicarbonat de sodiu, formand un volum combinat de 20 mL de sange diluat. Un raediu de
separare a limfocitelor (mediu gradient de densitate) a fost apoi folosit pentru a separa
PBMCs de sange. Un volum de 7 mL de sange diluat a fost dispus pe 3 mL din mediul de
gradient de densitate. Dupd stratificare, centrifugarea sangelui stratificat a fost realizatd la o
vitezd de 1500 de rotatii pe minut, timp de 30...35 min pentru a genera PBMCs. PBMCs
astfel obtinute au fost spilate de doud ori in RPMI prin centrifugare, timp de 10 min, la o
vitezd de 1600 rotatii pe minut, la 4°C. PBMCs spalate au fost transferate in mediul de
culturd. Mediul de culturd 1-a constituit un amestec de mediu RPMI 1640 cu L-glutamina si
bicarbonat de sodiu, cu addugare de gonadotropind corionicd umand (hCG) si albumind
umana recombinantd (de la Sigma-Aldrich Co, LLC). Conditiile culturii au fost mentinute la
5,0% COs si 37°C. Perioada de culturd a PBMCs a fost de 48...52 de ore. Dupa 48...52 de
ore, a fost recoltatd o cantitate suplimentard din cantitatea totala de sdnge de la aceeasi
pacientd. PBMCs suplimentare au fost extrase prin aceeasi metoda. Al doilea lot din PBMCs
au fost combinate cu PBMCs de cultura si amestecul a fost transferat in cavitatea uterind a
pacientei printr-un cateter. Procedura se realizeazd rapid, intr-un total de 10...15 min.
Volumul amestecului total de PCMBs pentru aplicarea intrauterina pentru fiecare pacientd in
parte a fost in intervalul 0,2...0,3 mL.

Dezghetarea si transferul embrionului: pentru fiecare pacientd, au fost selectate cte doud
blastociste pentru transferul de embrioni. Decongelarea a fost realizatd folosind protocolul
standard MEDICULT®. Embrionii au fost Indepartati din azotul lichid si plasati intr-o solutie
de 37°C, apoi spalati cu mai multe solutii la temperatura camerei, plasati din nou intr-o
solutie la 37°C, apoi plasati intr-un mediu de culturd intr-un incubator, la o temperaturd de
temperaturd de 37,1°C, timp de 6 ore. Embrionii au fost cultivati in mediu BlastAssist
MEDICULT® sau 3...4 ore dupd decongelare. Embrionii au fost apoi plasati intr-un mediu
UTM MEDICULT® timp de aproximativ 15 min. Transferul de embrioni a fost realizat cu
utilizarea mediului UTM MEDICULT®, prin catetere cu control prin ultrasunete Cook®
Medical.

Procedura FIV: ambele grupuri de femei au fost supuse tratamentului FIV. Procedura FIV
efectuatd pe grupul 1 nu a implicat utilizarea de PCMBs; in timp ce procedura FIV pentru
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grupul 2 a fost efectuatd cu utilizarea de PBMCs. Durata tratamentului pentru fiecare grup de
femei a inclus doud etape - un ciclu "FIV cu embrion proaspat” si un ciclu "FIV cu embrion
crioprezervat", asa cum este descris aici. In ziua transferului embrionar, dimensiunea
endometrului a fost masuratd la 9...11 mm, in ambele grupuri de paciente. Dupd transferul
embrionar, tuturor pacientelor li s-a administrat progesteron, astfel cum se obisnuieste pe
parcursul tratamentului FIV, pentru a pregati endometrul pentru implantarea embrionului.
Implantarea embrionului a fost confirmatd prin teste de sange pe b-hCG, efectuate la doud
sdptamani dupd transferul de embrioni. Sarcina clinic a fost confirmati prin examinarea cu
ultrasunet la trei sdptdmani dupa transferul de embrioni.

Ambele grupuri de femei au fost supuse unui ciclu "FIV cu embrion proaspét”, cu
transferul a doud blastociste. Fiecare pacientd a fost testatd in ce priveste aparitia sarcinii.
Esecul a reiesit atunci cind testarea a aritat o absentd a sarcinii clinice sau biochimice. In
acele cazuri in care ciclul "FIV cu embrion proaspat” a esuat In a avea ca rezultat o
implantare cu succes a embrionului, a fost realizat un ciclu "FIV cu embrion crioprezervat”,
prin care in cavitatea uterind a pacientei au fost introdusi embrioni congelati, dupd o perioada
de timp de intarziere situatd intre 2 si 3 cicluri menstruale dupd ciclul "FIV cu embrion
proaspat" negativ, care a fost méisurat la aproximativ trei luni dupa ziua in care au fost
extrase ovocitele din ovarele pacientei.

Femeile din grupul 1 nu au primit niciun tratament cu PCMBs; femeile din grupul 2 au
primit un tratament cu PBMCs, imediat dupa incheierea perioadei de asteptare. in timpul
ciclurilor "FIV cu embrion proaspét”, PBMCs au fost administrate in uterul fiecarui subiect,
in a doua zi de culturd embrionard, la 48...52 de ore de la extragerea ovulului. In timpul
ciclurilor "FIV cu embrion crioprezervat”, au fost administrate PBMCs in uter, cu
aproximativ 24 de ore inainte de transferul de embrioni.

Rezultate: grupul pacientelor supuse tratamentului FIV cu embrion proaspét fara PBMCs,
a avut ca rezultat o ratd a implantarii de 22,2% (20 de sarcini clinice dupd 90 TE). Utilizarea
de PMBCs in timpul metodei "FIV cu embrion proaspdt” a determinat o crestere a ratel
implantarii de pand la 31,1% (28 de sarcini clinice dupa 90 TE). In grupul femeilor supuse
incercérilor prin tratament "FIV cu embrion crioprezervat" (timpul de intarziere avand o
duratd de cel putin 3 luni, atat pentru grupul 1, cét si pentru grupul 2), rata de implantare fara
aplicarea intrauterind de PBMCs a fost de 21,4% (15 sarcini clinice, dupd 70 TE), In timp ce
dupd aplicarea de PBMCs, rata de implantare a fost de aproape doud ori mai mare 41,9% (26
de sarcini clinice, dupd 62 TE). Rata totala de succes pentru grupul 1 (90 de paciente fara
aplicare de PBMCs) a fost de 38,9% (35 de sarcini clinice). Rata totald de success pentru
grupul 2 (90 de paciente cu aplicare de PBMCs) a fost de 60,0% (54 de sarcini clinice).
Rezultatele clinice ale studiului sunt prezentate in tab. 1 de mai jos. Abrevierea “TE” indicd
“transfer de embrioni”.

Rata de implantare n ciclurile “FIV cu embrion proaspat” si “FIV cu embrion
crioprezervat”, cu si fard administrare de PBMCs la pacienta.

Tabelul 1
Rata de sarcind clinica
Grupul 1 (fird PBMC) Grupul 2 (cu PBMC)
FIV cu embrion | 22,2% (20 de sarcini dupa 90 TE) 31,1% (28 de sarcini dupd 90
proaspét TE)
FIV cu embrion | 21,4% (15 sarcini dupd 70 TE) 41,9% (26 de sarcini dupda 62
crioprezervat TE)
Total 38,9% (35 de sarcini pentru 90 de | 60,0% (54 de sarcini pentru 90
paciente) de paciente)

Tab. 1 demonstreaza rata crescutd a sarcinii obtinutd, comparativ cu FIV traditional, prin
utilizarea propriilor PBMCs ale femeii, prin pregatirea uterului inainte de transferul de
embrioni. Se demonstreaza mai departe faptul cé, combinand intarzierea sau tehnica "FIV cu
embrion crioprezervat" cu pregdtireca pentru conceptic a uterului unei paciente prin
administrarea de PBMCs proprii ale femeii in timpul procesului de fertilizare in vitro,
produce o crestere semnificativa a ratei de sarcind la femeile infertile, iIn comparatie cu
procedurile FIV cunoscute anterior, posibil ca un rezultat sinergic atdt al faptului cd se
permite sistemului autoimun al pacientului feminin sd 1si recapete echilibrul hormonal, cét si
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al faptului cd se permite procesului de instalare sd fie realizat Intr-o cavitate uterind avand o
abilitate sporitd pentru implantarea embrionului.

Orice referire din aceastd descriere la "o anume variantd de realizare,” "o variantd de
realizare," "exemplu de variantd de realizare,” etc, inseamna ci o anumitd trasaturd, structura,
sau caracteristicd descrisd in legdturd cu varianta de realizare este inclusd in cel putin o
variantd de realizare a inventiei. Aparitiile unor astfel de expresii in diferite locuri din
descriere nu se referd in mod neapdrat, in totalitate, la aceeasi variantd de realizare. Mai mult,
atunci cand o anumit trasaturd, structurd sau caracteristicd este descrisd 1n legatura cu orice
variantd de realizare, este presupus cd este de competenta unui specialist in domeniu
efectuare acestei trasdturi, structuri sau caracteristici in legdturd cu alte variante de realizare.

Desi variantele de realizare au fost descrise cu referire la un numir de variante de
realizare ilustrative ale acestora, trebuie s se inteleagd faptul ¢ pot fi concepute numeroase
alte modificari §i variante de realizare de citre specialistii in domeniu care se vor afla in
spiritul si domeniul de aplicare al principiilor acestei dezvaluiri. Mai specific, sunt posibile
diverse variatii i modificdri in partile componente si/sau aranjamente combinate ale
subiectului in domeniul de aplicare al dezvaluirii, desenelor si revendicirilor anexate. In plus
fatd de variatiile si modificdrile in pértile componente si/sau aranjamente, utilizari alternative
vor f1 de asemenea evidente pentru specialistii In domeniu.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. US 4725579 A 1988.02.16

2. US 6838235 B2 2005.01.04

3. WO 2005121322 A1 2005.12.22
4. US 8183214 B2 2012.05.22

5. US 7819796 B2 2010.10.26

6. WO 99/05255 Al 1999.02.04

(57) Revendicari:

1.  Compozitie de celule mononucleare din sangele periferic (PBMCs) pentru
fertilizarea in vitro a unei paciente, care confine:

a) o primd cantitate de celule mononucleare din singele periferic (PBMCs) al
pacientei, pentru cultivarea ulterioard intr-un mediu de culturd;

b) o0 adoua cantitate proaspitd de celule mononucleare din sdngele periferic (PBMCs).

2. Compozitie, conform revendicarii 1, unde prima cantitate de celule mononucleare
(PBMCs) este extrasd cu 2...4 zile inainte de sfarsitul perioadei de asteptare, care constitue
cel putin 2 luni sau doua cicluri de ovulatie, pentru scdderea riscului raspunsului autoimun
sau influentei sistemului endocrin, sau functiei reproductive a pacientei.

3. Compozitie, conform revendicdrii 1, unde a doua cantitate de celule mononucleare
(PBMCs) este extrasa in ultima zi a perioadei de asteptare, care costituie cel putin 2 luni sau
doud cicluri de ovulatie, pentru scdderea riscului rdspunsului autoimun sau influentei
sistemului endocrin, sau functiei reproductive a pacientei.

4.  Compozitie, conform revendicarilor 1-3, unde concentratia de celule mononucleare
(PBMCs) este in intervalul de la 4 la 8 milioane de celule intr-un mililitru de compozitie
mentionata.

5. Compozitie, conform revendicérilor 1-4, unde prima si/sau a doua cantitate de celule
mononucleare (PBMCs) contine extract de celule mononucleare (PBMCs) din singele
periferic al unei paciente.

6. Compozitie, conform revendicérilor 1-4, unde prima si/sau a doua cantitate de celule
mononucleare (PBMCs) contine extract de celule mononucleare (PBMCs) din singele
periferic al unei alte paciente.
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7.  Metoda de preparare a compozitiei de celule mononucleare din sdngele periferic
(PBMCs) pentru fertilizarea in vitro a unei paciente, care include:

a) obtinerea unei prime cantitifi de celule mononucleare din singele periferic
(PBMCs) al pacientet;

b) cultivarea primei cantitdfi de celule mononucleare mentionate intr-un mediu de
culturd adecvat;

c) obtinerea unei a doua cantitdti de celule mononucleare (PBMCs) din singele
pacientei;

d) amestecarca primei cantitdfi cultivate cu a doua cantitate proaspdti de celule
mononucleare (PBMCs).

8. Metoda, conform revendicérii 7, unde ulterior se asteaptd cel pugin 2 luni sau doud
cicluri de ovulatie pentru scdderea riscului raspunsului autoimun sau influentei sistemului
endocrin, sau functiei reproductive a pacientei.

9. Metodd, conform revendicarii 7 sau 8, unde prima cantitate de celule mononucleare
din sdngele pacientei se obtine cu 2...4 zile inainte de sfarsitul perioadei de asteptare.

10. Metoda, conform revendicarii 7 sau 8, unde a doua cantitate proaspatd de celule
mononucleare din sangele pacientei se obtine in ultima zi a perioadei de asteptare.

11. Metoda, conform revendicarilor 7-10, unde prima si/sau a doua cantitate de celule
mononucleare (PBMCs) contine extract de celule mononucleare (PBMCs) din singele
periferic al unei paciente.

12.  Metoda, conform revendicdrilor 7-10, unde prima si/sau a doua cantitate de celule
mononucleare (PBMCs) contine extract de celule mononucleare (PBMCs) din sangele
periferic al unei alte paciente.

13. Metodd, conform revendicdrilor 7-12, unde cantitatea de celule mononucleare
(PBMCs) mentionatd se cultiva pe placi acoperite cu fibronectind intr-o atmosferd umeda,
care contine 4,8...6,0% de dioxid de carbon (CO») la o temperaturd de 36,7... 37,3°C si o
densitate a celulelor de 104...107/ml.

14. Metoda, conform revendicarilor 7-13, unde cultivarea celulelor mononucleare
mentionate se efectueaza intr-un mediu de culturda adecvat care include: mediul RPMI 1640,
L-glutamind, bicarbonat de sodiu, albumind umana recombinatd §i optional gonadotropind
corionicd umana (hCG); la care concentratia minimad de hCG in mediul de culturd este de cel
putin 5 Ul/ml.

15.  Metods, conform revendicarilor 7-14, unde cultivarea celulelor mononucleare (PBMCs) se
efectueaza timp de 46...72 ore.

16. Metoda de fertilizare in vitro pentru o pacientd, care include urmatoarele etape:

a) obtinerea cel putin a unui ovocit de la o pacientd;

b) fecundarea ovocitului de citre spermatozoid, pentru formarea unui zigot si dezvoltarea
zigotului in vitro pana la stadiul embrionar;

¢) crioprezervarea embrionului;

d) obtinerea unei prime cantitati de celule mononucleare din sangele periferic (PBMCs) al
pacientei;

e) cultivarea primei cantititi de celule mononucleare mentionate intr-un mediu de culturda
adecvat;

f) asteptarea pentru o perioadd de timp predeterminatd, suficientd pentru a reduce riscul
raspunsului autoimun al pacientei;

2) extragerea unei a doua cantitdti proaspete de celule mononucleare din sangele periferic
(PBMCs) al pacientei in ultima zi a perioadei de asteptare;

(h) combinarea primei cantitdfi cultivate de celule mononucleare (PBMCs) cu a doua
cantitate proaspdta de celule mononucleare (PBMCs), pentru a obfine o compozitie care
contine celule mononucleare (PBMCs) proaspete si cultivate;

(1) introducerea compozitiei de celule mononucleare (PBMCs) in uterul pacientei;

(J) decongelarea embrionului;

(k) transferarea cel putin a unui embrion decongelat in uterul pacientei pentru a initia
sarcina.

17.  Metods, conform revendicarii 16, unde embrionul este crioprezervat prin vitrificare.

18. Metodd, conform revendicirii 16, unde prima cantitate de celule mononucleare (PBMCs)
este extrasd cu 2...4 zile inainte de sfarsitul perioadei de asteptare, care este de cel pufin 2
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Iuni sau doud cicluri de ovulatie pentru scdderea riscului raspunsului autoimun sau influentei
sistemului endocrin, sau functiei reproductive a pacientei.

19.  Metods, conform revendicari 16, unde a doua cantitate de celule mononucleare (PBMCs)
este extrasd in ultima zi a perioadei de asteptare, care este de cel putin 2 luni sau doud cicluri
de ovulatie pentru scaderea riscului raspunsului autoimun sau influentei sistemului endocrin,
sau functiei reproductive a pacientei.

20.  Metods, conform revendicarii 16, unde volumul de compozitie introdusé in uter in etapa
(1) se afld in intervalul de 0,1...0,3 ml

21.  Metodd, conform revendicirii 16, unde transferul de embrioni se efectueazd cind
embrionul are o maturitate a stirii de blastocist in intervalul II AB - V AA, determinatd in
conformitate cu clasificarea lui Gardner.

22. Metoda, conform revendicarii 16, unde embrionul este transferat in uter cu un mediu de
transfer de embrioni, care contine o substantd care stimuleaza conceptia.

23. Metodd, conform revendicarii 22, unde substanfa care stimuleazd conceptia reprezintd
antigenul leucocitar uman solubil din clasa G (sHLA-G), concentratia de sHLA-G in mediul
de transfer al embrionilor se afli in intervalul 0,175...0,350 DO, unde DO semnifica
densitatea optica masurati la o lungime de undd in intervalul de la 400...450 nm.

24. Metoda, conform revendicarii 16, unde aditional se efectueaza cultivarea embrionului in
mediul de transfer al embrionilor mentionat pentru o perioadd cuprinsa In intervalul de la
5...20 min inainte de transferul embrionului in uter.

25. Metodd, conform revendicirii 16, unde pacienta este o fiintd umand si introducerea
embrionului in uterul pacientei se efectucazd peste 20...72 de ore dupd introducerca
compozitiei de celule mononucleare (PBMCs).

26. Compozitie conform revendicdrilor 1-6 sau compozitic obtinutd prin metoda
conform revendicdrilor 7-15 utilizate pentru cresterea, repararea, regenerarea sau tratarea
tesutului unei paciente.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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