
1 004924 2

Данное изобретение относится к лечению
женщин с недостаточностью репродуктивной
функции (субфертильных) и бесплодных жен-
щин с использованием гонадотропинов.

Относящиеся к овуляции расстройства
присутствуют в случае приблизительно 15-25%
пар, обращающихся по поводу оценки беспло-
дия (Hull, Gynecol. Endocrinol. 1:235-245 (1987);
Speroff et al., Clinical Gynecologic Endocrinology
and Infertility, 5th Edition, Baltimore, Williams and
Wilkins (1994)). Наиболее бесплодные пациент-
ки с подавленной или прекращенной овуляцией
относятся к категории группы ВОЗ II (WHO
Scientific Group Report (B Lunenfeld, Chairman),
WHO Techn. Rep. Ser. 514:1-28 (1973)), и подав-
ляющее большинство этих женщин диагности-
руются как имеющие синдром поликистоза яич-
ников (PCOS) (Hill et al., In Gynecologic Endocri-
nology and Infertility, AC Wenta, CM Herbert III,
GA Hill (eds.) Baltimore, Williams and Wilkins,
pp.147-160 (1988); Speroff et al., Clinical Gyne-
cologic Endocrinology and Infertility, 5th Edition,
Baltimore, Williams and Wilkins (1994)). В случае
этих пациентов лечением для индукции овуля-
ции является в первую очередь антиэстроген,
например цитрат кломифена, но в случае жен-
щин с PCOS, у которых отсутствует овуляция
(примерно 20% являются резистентными к кло-
мифену) или не беременеют в ответ на повто-
ряющиеся курсы цитрата кломифена, альтерна-
тивным способом лечения является обычно го-
надотропиновая терапия (Franks and Gilling-
Smith, Curr. Opin. Obstet. Gynecol. 6:136-140
(1996); The ESHRE Capri Workshop, Hum. Re-
prod. 11:1775-1807 (1996)). Хотя было показано,
что гонадотропины мочи применимы для ин-
дукции овуляции в пациентах PCOS (Balasch et
al., J. Assist Reprod. Genet. 13:551-556 (1996);
Hamilton-Fairley et al., Hum. Reprod. 6:1095-1099
(1991); White et al., J. Clin. Endocrinol Metab.
81:3821-3824 (1996)), r-FSH стал в настоящее
время дополнительным полезным инструментом
для индукции овуляции таких женщин в связи с
его более высокой эффективностью (Balasch et
al., (1998) (выше); Coelingh-Bennink et al., Fertil.
Steril. 69:19-25 (1998)).

Наиболее важным принципом в индукции
овуляции является обеспечение по возможности
физиологического восстановления циклической
функции яичника; в частности целью должно
быть достижение овуляции единственного фол-
ликула. Развитие множественных фолликулов
является осложнением, которое является харак-
терным для индукции овуляции экзогенными
гонадотропинами, в частности у женщин,
имеющих PCOS, которые являются очень чув-
ствительными к стимуляции гонадотропином
(Franks and Gilling-Smith, (1996) (выше)). Дейст-
вительно, около 75% ятрогенных многоплодных
беременностей были следствием индукции ову-
ляции, тогда как остальные 25% являются ре-
зультатом принудительных репродуктивных

способов (Levene et al., Br. J. Obstet. Gynaecol.
99:607-613 (1992); Hecht, Assist. Reprod. Rev.
3:75-87 (1993); Evans et al., Am. J. Obstet Gyne-
col. 172:1750-1755 (1995); Corchia et al., Am. J.
Public Health 86:851-854 (1996)). PCOS является
также основным фактором риска для синдрома
гиперстимуляции яичников (Schenker, Hum.
Reprod. 8:653-659 (1993)).

Лечение снижения способности к воспро-
изведению (субфертильности) и бесплодия с
использованием технологий принудительного
воспроизведения (ART), таких как оплодотво-
рение in vitro (IVF) и перенос зародыша (ЕТ),
требует стимуляции яичника для увеличения
числа женских гамет и шанса успешного исхода
лечения (Healy et al., Lancet, 1994, 343:1539-
1544). В настоящее время, стандартная схема
стимуляции яичника включает в себя фазу даун-
регуляции (понижающей регуляции), в которой
эндогенный лютеинизирующий гормон (LH)
подавляют введением агониста гонадотропин-
высвобождающего гормона (GnRH) с после-
дующей фазой стимуляции, в которой развитие
множественных фолликулов (фолликулогенез)
индуцируют ежедневным введением экзогенно-
го фолликулостимулирующего гормона (FSH).
Другой альтернативой является начало стиму-
ляции после спонтанной или индуцированной
менструации и предотвращение появления не-
своевременного выброса LH введением антаго-
ниста GnRH. При достижении адекватного раз-
вития фолликулов единственная доза мочевого
человеческого хорионического гонадотропина
(u-hCG) может быть введена для имитации вы-
броса эндогенного LH и стимуляции созревания
ооцита (Loumaye et al., Human Reproduction Up-
date, 1995; 1:188-199).

С использованием общепринятой терапии,
вводят суточную дозу FSK, пока не получают
подходящую реакцию яичника. Этот подход
включает в себя продолжительное подвергание
действию высоких уровней FSH, что может
препятствовать выбору доминантного зрелого
фолликула и приводить к множественному фол-
ликулярному развитию как первичных, так и
вторичных фолликулов на протяжении стиму-
ляции (Salat-Baroux et al., Submitted 1998 to Hu-
man Reproduction).

По мере развития способов лечения на
протяжении нескольких последних лет первона-
чальная исходная доза FSH для IVF-обработки
(оплодотворения in vitro) уменьшалась (напри-
мер, первоначально вводили 225 ME в течение
первых 5 дней с последующей адаптацией дозы,
затем позднее вводили 150 ME в течение пер-
вых 6 дней с последующей адаптацией дозы).

Продолжительные введения низких доз
гонадотропинов использовали широко на про-
тяжении последнего десятилетия в схеме с уве-
личением дозы, в которой исходная доза FSH
составляла 75 ME в день и постепенно (на по-
лампулы в день) увеличивалась с 1-2-



3 004924 4

недельными интервалами в попытке медленного
и осторожного превышения индивидуального
порога FSH для пополнения фолликулов
(Balasch et al., J. Assist Reprod. Genet. 13:551-556
(1996); Hamilton-Fairley et al., (1991) (выше);
White et al., (1996) (выше); Buvat et al., Fertil.
Steril. 52:5553-559 (1989); Sagle et al., Fertil.
Steril. 55:56-60 (1991); Shoham et al., Fertil. Steril.
55:1051-1056 (1991); Homburg et al., Fertil. Steril.
63:729-733 (1995)). Однако низкодозовая увели-
чивающаяся гонадотропиновая терапия может
все-таки приводить к сверхстимулированным
циклам со множественным фолликулярным раз-
витием в пациентах PCOS (Herman et al., Hum.
Reprod. 8:30-34 (1993)). Так, наибольшая серия,
опубликованная до сих пор выдающейся груп-
пой медиков (Hamilton-Fairley et al., (1991) (вы-
ше); White et al., (1996) (выше)) и основываю-
щаяся на 934 циклах обработки, показывает, что
20% из них были прекращены перед завершени-
ем, в большинстве случаев из-за того, что раз-
вивались более трех больших фолликулов. Име-
лись 72% овуляторных циклов, из которых 77%
были моноовуляторными. В целом, эти данные
указывают на то, что овуляцию единственного
доминантного фолликула получают только в
примерно 50% исходных циклах гонадотропи-
новой обработки (Hamilton-Fairley et al., (1991)
(выше); White et al., (1996) (выше)).

С другой стороны, сообщалась низкодозо-
вая понижающаяся схема, в которой большая
доза гонадотропина (150-225 ME) дается в тече-
ние первоначальных 2 или 3 дней для имитации
физиологической секреции высвобождения эн-
догенного FSH (Mizunuma et al., Fertil. Steril.
55:1195-1196 (1991); van Santbrink et al., Hum.
Reprod. 10:1048-1053 (1995)). Это сопровожда-
ется либо подходом, аналогичным увеличиваю-
щемуся протоколу (Mizunuma et al., (1991) (вы-
ше)), или прогрессирующим уменьшением (ка-
ждые 3 дня) суточной дозы FSH до минималь-
ной дозы 75 МЕ/день для получения подпорого-
вой дозы, предназначенной для поддержания
только роста основного фолликула (van Sant-
brink et al., (1995) (выше)). Первый выбор связан
с низкой степенью (35%) развития единственно-
го доминантного фолликула (Mizunuma et al.,
(1991) (выше)), тогда как второй привел к мо-
нофолликулярному росту в 62% из 234 циклов
обработки (van Santbrink et al., (1995) (выше)),
но он требует более интенсивного мониторинга
(Franks & Hamilton-Fairley, Ovulation induction:
Gonadotropins. In Adashi EY, Rock JA, Rosen-
waks Z (eds.), Reproductive Endocrinology, Sur-
gery, and Technology, Lippincott-Raven, Philadel-
phia, pp.1207-1223 (1996)), и его воспроизводи-
мость может быть трудной для достижения в
основном из-за продолжительной полужизни в
организме препаратов FSH (Baird, Use of go-
nadotropins to induce ovulation in polycystic ovary
syndrome. In Filicori M and Flamigni С (eds.) The
Ovary: Regulation, Dysfunction and Treatment.

Elsevier Science B.V., Amsterdam, pp.391-401
(1996)).

Испытывались и другие схемы введения
FSH. Sharma et al., (Hum Reprod., 1987; 2:553-
556) сравнивали реакцию на 150 ME FSH один
раз в день и в чередующиеся дни против 300 ME
FSH в чередующиеся дни в предварительно по-
лучавших GnRH пациентах. Однако это иссле-
дование выполняли на относительно небольшом
числе пациентов, и, следовательно, эти резуль-
таты не могут оцениваться как позволяющие
сделать окончательные выводы. Кроме того, это
исследование проводили в 1987 году, когда бы-
ли доступны только полученные из мочи препа-
раты FSH.

Более недавно, Reddy et al. (1996, Abstracts
of the 12th Annual Meeting of the EHSRE) испыта-
ли безопасность и эффективность «дружествен-
ной для пользователя» (удобной для пользова-
теля) понижающейся схемы введения в чере-
дующиеся дни в мультицентровом исследова-
нии в Великобритании. Стимуляцию sc
Gonal-F® (рекомбинантным человеческим FSH)
начинали при первоначальной дозе 450 МЕ/день
в дни 1 и 3 с понижением дозы в день 5 до 300
МЕ/день. Схему с введением в чередующиеся
дни 300 ME продолжали, пока не удовлетворя-
лись критерии hCG. Средняя продолжитель-
ность введения Gonal-F® была 10 дней и средняя
доза 1800 ME (эквивалент 24 ампулам по 75
ME), и 83,7% пациентов достигали введения
hCG в день 12. Эта схема лечения привела к
среднему 8,6 фолликулов ≥ 14 мм в диаметре в
день введения hCG. Был сделан вывод, что мо-
жет быть рекомендована упрощенная периоди-
чески понижающаяся схема введения, объеди-
няющая высокую переносимость пациентом и
пониженное потребление гонадотропинов, с
частотой беременности, сравнимой с частотой
общепринятых схем введения. Однако это ис-
следование не включало в себя сравнительной
группы, получающей обычную терапию IVF,
для обеспечения контроля для оценки данных.

Lolis et al. (Fertil. Steril., 1995; 63:1273-
1277) показали, что однократная в/м-инъекция
высокодозового болюса FSH в ранней фоллику-
лярной фазе здоровой женщины индуцировала
3-дневное увеличение сывороточных концен-
траций FSH, и это было достаточным для сти-
муляции развития множественных фолликулов.
Однако, кроме доминантного фолликула, эти
фолликулы были неспособны поддерживать
продуцирование эстрогена и превышать опреде-
ленный размер в присутствии физиологических
концентраций FSH. При применении более
сильного стимула FSH посредством увеличения
сывороточных концентраций FSH во время
средней фолликулярной и поздней фолликуляр-
ной фаз введением дополнительных доз FSH
наблюдали стационарное увеличение величин
эстрадиола (Е2) в сыворотке и пропорциональ-
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ное увеличение числа преовуляторных фолли-
кулов.

Хотя эти исследования предлагали исполь-
зовать более высокие дозы FSH, вводимого при
более продолжительных интервалах, было
предположено, что суточная доза, превышаю-
щая 300 ME, является нецелесообразной (Lashen
et al., J. Assist. Reprod and Genet. 1998, 15 (7):
438-443).

Существует потребность в улучшении
протоколов стимуляции овуляции.

Согласно первому аспекту данного изобре-
тения, представлен способ лечения бесплодия у
женщин, включающий введение нуждающейся
в этом женщине фолликулостимулирующего
гормона (FSH) и/или его биологически активно-
го аналога в первоначальной дозе в диапазоне
от 100 до 600 ME с последующей второй дозой
по меньшей мере 3 дня спустя в фазе стимуля-
ции.

Для удобства подразумевается, что в по-
следующем ссылка на FSH включает в себя и
его биологически активные аналоги.

В применении здесь, «фаза стимуляции»
обозначает точку в принудительном репродук-
тивном цикле (обычно для помощи субфертиль-
ным или бесплодным женщинам, чтобы они
забеременели), в которой по мнению врача сле-
дует индуцировать фолликулогенез. Это может
быть после достаточного подавления эндоген-
ного LH (обычно введением агониста GnRH),
например, когда уровень эстрадиола равен 200
пмоль и/или невозможно визуализировать рост
фолликулов с использованием ультразвука,
и/или, когда эндометрий является тонким. Аль-
тернативно, это может быть после самопроиз-
вольной или индуцированной менструации, с
введением антагониста GnRH для предотвраще-
ния несвоевременного выброса LH.

В данном изобретении, термин «бесплод-
ные» женщины включает женщин, у которых
отсутствует овуляция, в том числе женщин с
синдромом поликистоза яичника (PCOS), а так-
же женщин с нормальной овуляцией, которые
не могут забеременеть.

Введение FSH согласно данному изобрете-
нию может усиливать монофолликулярное раз-
витие и уменьшать мультифолликулярное раз-
витие, снижая шансы множественных беремен-
ностей. Кроме того, такое введение может при-
водить к более высокой частоте беременностей.
Однако требуется меньшее число инъекций, что
является существенным преимуществом для
пациента. Инъекции могут вводиться самостоя-
тельно, и, следовательно, уменьшенное число
инъекций уменьшает шансы обработки, которая
должна быть прервана из-за неудавшихся инъ-
екций. Даже в том случае, когда инъекции вво-
дятся несамостоятельно, данное изобретение
обеспечивает преимущество, заключающееся в
том, что требуется меньше визитов пациента в

клинику или визитов доктора или сестры к па-
циенту.

В одном варианте FSH находится для вве-
дения в дозе в диапазоне от 300 до 600 ME в
каждый третий день в первые 6 дней фазы сти-
муляции. Эта доза составляет предпочтительно
400-500 ME, более предпочтительно 430-470 и
наиболее предпочтительно около 450 ME. Этот
вариант может обеспечить результаты, которые
являются, по меньшей мере, такими же по фол-
ликулярному развитию, что и при общеприня-
том введении 150 МЕ/день, а в действительно-
сти может приводить к более высокой частоте
беременности. Однако, как обсуждалось здесь,
требуется меньше инъекций (2 в сравнении с 6
для общепринятой схемы введения).

Согласно этому варианту данного изобре-
тения FSH вводят каждый третий день фазы
стимуляции. Предпочтительно, если введение
выполняют в дни 1 и 4, хотя можно вводить
FSH в дни 2 и 5 или 3 и 6.

После первых 6 дней фазы стимуляции
FSH можно вводить при уровне, который дол-
жен быть определен врачом, достаточном для
адекватного фолликулярного развития. Напри-
мер, FSH может вводиться в суточной дозе 150
ME, если реакция яичников является адекват-
ной, или в дозе 225 ME, если эта реакция явля-
ется неадекватной. Если необходимо, эти дозы
могут увеличиваться с приращениями, напри-
мер, по 75 ME FSH/день.

В другом варианте, первоначальная доза
находится в диапазоне от 100 до 500 ME, при-
чем вторую дозу вводят предпочтительно спус-
тя три-шесть и предпочтительно четыре дня.
Первоначальная доза равна предпочтительно
200-400 ME, более предпочтительно 250-350 и
наиболее предпочтительно около 300 ME.

В этом варианте вторая доза может нахо-
диться в диапазоне от 50 до 200 ME, предпочти-
тельно 70-100 ME и наиболее предпочтительно
равна около 75 ME. Этот вариант является эф-
фективным, в частности, при усилении моно-
фолликулярного развития и уменьшении муль-
тифолликулярного развития. Вторую дозу пред-
почтительно повторяют один раз в день в тече-
ние 1-4 дней, предпочтительно 2 дней, после
чего FSH может вводиться при уровне, который
должен определяться врачом, для достижения
достаточного фолликулярного развития. На-
пример, FSH может вводиться при суточной
дозе 75 ME, если реакция яичников является
достаточной. Если необходимо, эта доза может
быть увеличена с приращениями, например, по
37,5 ME FSH/день.

В этом варианте данного изобретения
предпочтительно, если первоначальную дозу
вводят в день 3, хотя ее можно также вводить в
дни 1, 2 или 4.

После соответствующего фолликулярного
развития, может быть введена однократная доза
u-hCG или r-hCG или r-hLH для стимуляции
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(провоцирования) созревания ооцита. Это мо-
жет быть, например, когда наибольший фолли-
кул достиг среднего диаметра по меньшей мере
18 мм; имеются по меньшей мере два других
фолликула со средним диаметром ≥16 мм; и
уровень Е2 находится в приемлемом диапазоне
для числа присутствующих фолликулов.

Данное изобретение может быть использо-
вано для стимуляции множественного фоллику-
лярного развития, предпочтительно перед опло-
дотворением in vitro (IVF) или интрацитоплаз-
матической инъекцией спермы (ICSI), хотя это
может быть перед природным оплодотворени-
ем.

LH, FSH и hCG могут быть получены из
природных источников, например выделены из
мочи, слизистой или плаценты, или могут быть
получены с использованием технологии реком-
бинантных ДНК (см. WO 85/01959 и Loumaye et
al., Human Reprod., 11:95-107, 1996). Их биоло-
гически активные аналоги включают в себя му-
теины, пептидные аналоги, непептидные анало-
ги и химеры. Примеры подходящих химер FSH
описаны в WO-A-90/09800, WO-A-93/06844,
WO-A-91/16922 и WO-A-92/22568. Предпочти-
тельно, в данном изобретении используют FSH
человека.

Лекарственное средство может быть упа-
ковано таким образом, что оно обеспечивает
только требуемую дозу FSH, например в одно-
дозовом контейнере, таком как флакон. Однако
FSH может вводиться два или более раз в тече-
ние дня при условии, конечно, что общее коли-
чество вводимого в течение дня FSH равно тре-
буемой дозе, и это лекарственное средство упа-
ковывается соответствующим образом, т.е. в
многодозовый контейнер. Решения о приеме
дозы будут приниматься врачом, вводящим ле-
карственное средство, и будут зависеть от таких
параметров, как индекс массы тела (BMI), исто-
рия болезни, реакция на лечение, период полу-
жизни лекарственного средства и т.д.

Соединения, применимые в данном изо-
бретении, могут быть приготовлены для введе-
ния любым подходящим путем, часто вместе с
фармацевтически приемлемым и/или приемле-
мым в ветеринарии носителем. Предпочтитель-
но, эти соединения готовят для парентерального
введения.

Предпочтительно, FSH вводят подкожно,
предпочтительно в переднюю брюшную стенку.

Композиции для парентерального введе-
ния обычно являются стерильными. Фармацев-
тические композиции, приспособленные для
парентерального введения, включают водные и
неводные стерильные инъекционные растворы,
которые могут содержать антиоксиданты, буфе-
ры, бактериостатические агенты и растворенные
вещества, которые придают композиции изото-
ничность с кровью предполагаемого рецепиен-
та; водные и неводные стерильные суспензии,
которые могут включать суспендирующие аген-

ты и загущающие агенты, также находятся в
объеме данного изобретения. Эти композиции
могут быть представлены в однодозовых или
мультидозовых контейнерах, например запаян-
ных ампулах и герметизованных флаконах, и
могут храниться в лиофилизированном состоя-
нии, что требует только добавления стерильного
жидкого носителя, например, воды для инъек-
ционных растворов, непосредственно перед
применением. Импровизированные инъекцион-
ные растворы и суспензии могут быть приго-
товлены из стерильных порошков, гранул и таб-
леток. Композиции могут вводиться при помо-
щи заранее заполненного шприца, аутоинъекто-
ра или мультидозового аутоинъектора.

Пероральные и другие энтеральные компо-
зиции не должны быть стерильными и могут
быть представлены в одноразовой или мульти-
разовой форме. Пероральные композиции могут
быть в форме твердых веществ, таких как по-
рошки, гранулы, таблетки, капсулы (например,
твердые или мягкие желатиновые капсулы) или
мазей, или жидкостей, таких как сиропы или
эликсиры. Если необходимо, могут присутство-
вать наполнители и/или носители, и специали-
сты в области приготовления фармацевтических
препаратов смогут получить такие дополни-
тельные и альтернативные эксципиенты, какие
могут быть необходимыми или желательными;
одним из примеров являются ароматизаторы.
Любая композиция, предназначенная для перо-
рального введения, может быть приготовлена
таким образом, что она будет энтерально устой-
чивой для возможности доставки в тонкую
кишку во избежание или для ослабления какого-
либо расщепления соединения (соединений),
которое может иметь место в желудке или про-
ксимальной части тонкой кишки. Таблетки или
капсулы могут иметь энтеросолюбильное по-
крытие, например, нанесенное общепринятыми
процедурами. Жидкие композиции могут быть
эффективно сделаны энтерально устойчивыми
благодаря включению подходящего агента или
одновременному введению с подходящим аген-
том, например триглицеридами с цепью средней
длины.

Энтеральные композиции, иные чем перо-
ральные композиции, включают ректальные
композиции, которые могут быть в форме суп-
позитория. Суппозитории обычно будут вклю-
чать в себя основу для суппозитория, такую как
масло какао. И в этом случае, конкретные ком-
позиции, содержащие активный ингредиент,
могут быть рутинно приготовлены специали-
стами в области приготовления фармацевтиче-
ских композиций.

Согласно второму аспекту данного изобре-
тения представлен способ индукции фолликуло-
генеза у женщин с недостаточной репродуктив-
ной функцией (субфертильных) или бесплодных
женщин, включающий введение FSH и/или био-
логически активного аналога в первоначальной
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дозе в диапазоне от 100 до 600 ME, с после-
дующей второй дозой по меньшей мере спустя 3
дня в фазе стимуляции.

Предпочтительные признаки каждого ас-
пекта данного изобретения являются такими же,
что и признаки для каждого другого аспекта, в
равной степени.

Все патентные и литературные документы
в описании включены сюда в полном объеме,
допускаемы законодательством в качестве
ссылки.

Далее, настоящее изобретение будет опи-
сано дополнительно в следующих ниже неогра-
ничительных примерах.

Пример 1.
Следующее исследование было предназна-

чено для (а) оценки множественного фоллику-
лярного развития после введения r-hFSH с ин-
тервалами 3 дня в течение первых 6 дней сти-
муляции, с последующим ежедневным введени-
ем с 7-го дня и далее, в сравнении с ежедневным
введением со дня 1, с использованием конечных
точек эффективности, таких как общее число
инъекций во время фазы стимуляции, кумуля-
тивная доза r-hFSH и продолжительность лече-
ния r-hFSH, и (b) демонстрации, что альтерна-
тивный режим дозировки будет приводить к по
меньшей мере эквивалентной клинической эф-
фективности, оцениваемой по эффективности
конечных точек, например по числу фолликулов
≥ 11 мм и ≥ 14 мм в день 7 и день введения hCG
и по числу извлеченных ооцитов.

В целом, пациенты, допущенные к этому
исследованию, были бесплодными женщинами,
желающими забеременеть, которым не удалось
забеременеть после по меньшей мере одного
года половой жизни без предохранения и для
которых было обосновано ART (IVF, ICSI), при
условии, что они соответствовали некоторым
определенным специальным критериям, кото-
рые описаны более подробно ниже.

Гипофизарная даун-регуляция достигалась
введением агониста GnRH перед обработкой r-
hFSH. Схема введения дозы r-hFSH со дня 1 по
день 6 фазы стимуляции соответствовала опи-
санной выше. Следует отметить, что фиксиро-
ванную общую дозу 900 ME FSH для всех паци-
ентов вводили со дня 1 по день 6 включительно.
Титрование дозы допускалось на основе инди-
видуальной реакции яичников (максимальная
суточная доза 450 ME) со дня 7. Со дня 7 и да-
лее, FSH вводили ежедневно при дозе, скоррек-
тированной для индивидуальной реакции яич-
ника, пока фолликулярное развитие не было
оценено как адекватное (с использованием
оценки при помощи ультразвука яичника и кон-
центрации эстрадиола (Е2) в сыворотке). Для
достижения окончательного фолликулярного
созревания перед извлечением яйцеклетки
(OPU) вводили мочевой человеческий хориони-
ческий гонадотропин (u-hCG) в однократной
дозе 5000 ME. Определение эффективности

включало в себя мониторинг эндокринной реак-
ции на r-hFSH посредством взятия проб крови
для анализа Е2, FSH, LH и Р4 в сыворотке, а
также регулярное ультразвуковое исследование
яичников во время фазы стимуляции. Конечные
точки эффективности включают в себя общее
число инъекций, общую кумулятивную дозу и
продолжительность обработки. Конечные точки
эффективности включают в себя число фолли-
кулов ≥ 11 мм и ≥ 14 мм в день 7 и день введе-
ния hCG и число извлеченных ооцитов.

Выбор пациентов
Были выбраны 68 пациентов, которые

удовлетворяли всем критериям включения в
исследование.

Бесплодного пациента определяли как
женщину, желающую забеременеть и не сумев-
шую забеременеть после по меньшей мере од-
ного года половой жизни без предохранения.
Это бесплодие должно дополняться по меньшей
мере одним из следующих признаков и иметь
основания для IVF-ET-лечения:

- трубный фактор. Критерии включения;
- слабый эндометриоз (стадия I или II

классификации Американского Общества по
бесплодию);

- мужское бесплодие (см. условия ниже);
- необъясненные причины.
� Партнер-мужчина с анализом спермы в

пределах последних шести месяцев с ≥ 1,0x106

подвижных сперматозоидов (степени А и В
подвижности) на мл в эякуляте и частотой оп-
лодотворения ооцитов ≥ 20% во время каждой
из предыдущих попыток IVF (оплодотворения
in vitro). Если эти критерии удовлетворяются,
могут быть использованы регулярное осемене-
ние (оплодотворение) или интрацитоплазмати-
ческая инъекция спермы (ICSI). Если эти крите-
рии не удовлетворяются, пациент может участ-
вовать в исследовании, но только в том случае,
если используется ICSI.

� Возраст 18-38 лет.
� Беременность исключалась до начала пе-

роральной контрацепции и/или терапии агони-
стом GnRH.

� Спонтанный овуляторный менструаль-
ный цикл 25-35 дней.

� Сывороточные уровни ранней фоллику-
лярной фазы (дни 2-4), оцененные местной ла-
бораторией, в пределах, определенных ниже:

- FSH менее 10 МЕ/л.
- LH менее 13,5 МЕ/л.
- PRL менее 800 МЕ/л.
� Присутствие обоих яичников.
� Не более трех предыдущих циклов при-

нудительной репродуктивной технологии (ART)
или не более трех предыдущих циклов ART с
последней клинической беременности.

� Имела по меньшей мере один цикл вы-
мывания (WO-цикл) после последней ART
и/или лечение цитратом кломифена или гонадо-
тропином перед первым днем стимуляции (S1)
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� Отсутствие предыдущих циклов прину-
дительной репродуктивной технологии (ART),
показывающих слабую реакцию на стимуляцию
гонадотропином (определяемую как: созревание
≤ 2 фолликулов).

� Отсутствие истории умеренного или тя-
желого синдрома яичниковой гиперстимуляции
(OHSS).

� Полость матки без отклонений, которые
могли бы ухудшить имплантацию эмбриона или
развитие беременности, оцениваемая с исполь-
зованием ультразвука (US) или гистероскопии
(HSC) или гистеросальпингографии (HSG), вы-
полняемых в пределах 5 лет перед первым днем
цикла стимуляции.

� Отсутствие известной аллергии или ги-
перчувствительности к препаратам человече-
ских гонадотропинов.

� Нормальный цервикальный мазок на свя-
занный с беременностью α-протеин (РАР) (ко-
торый берут, если этот тест не выполняли во
время предыдущих 12 месяцев);

и которые не удовлетворяли любому из
следующих критериев исключения из исследо-
вания:

� Любое противопоказание для беременно-
сти и вынашивания плода до срока родов.

� Внематочная беременность в последние 3
месяца.

� Клинически значимое системное заболе-
вание.

� Индекс массы тела более 30 (рассчитан-
ный как масса тела (кг), деленная на рост в
квадрате (м2)).

� Любое медицинское состояние, которое
может препятствовать поглощению, распреде-
лению, метаболизму или экскреции FSH.

� Отклоняющееся от нормы гинекологиче-
ское кровотечение.

� История злоупотребления наркотиками,
лекарственными средствами или алкоголем в
пределах последних 5 лет.

Максимально за шесть месяцев перед на-
чалом даун-регуляции (терапии GnRH) оцени-
вали следующее:

Демографические данные: дату рождения,
рост, вес и расу.

Медицинское обследование, историю бо-
лезни до настоящего времени и физическое об-
следование: в том числе кровяное давление,
частоту сердечных сокращений и общую ин-
формацию о здоровье. Отдельно отмечали куре-
ние.

Гинекологическую и акушерскую исто-
рию: обзор предыдущей гинекологической и
акушерской истории болезни, в том числе дан-
ные из всех предыдущих ART-циклов.

Гинекологическое обследование: гинеко-
логическое обследование (в том числе церви-

кальный мазок РАР, если его не выполняли в
пределах последних 3 лет).

Диагностическую ультразвуковую эхогра-
фию: УЗ-обследование таза выполняли во время
ранней фолликулярной фазы при помощи эндо-
вагинального зонда. Описание обоих включен-
ных яичников, длину в трех плоскостях, число
фолликулов ≤10 мм, присутствующих на самом
большом сечении через яичник, размер любых
фолликулов ≥11 мм и размер любых яичнико-
вых кист. Регистрировали размер матки (длину,
высоту и ширину) и вид матки.

Лабораторный скрининг: брали два мл сы-
воротки и посылали в местную лабораторию для
определения концентраций FSH, PRL и LH ран-
ней фолликулярной фазы (дни 2-4 спонтанного
цикла).

Анализ спермы: выполняли анализ спермы
партнера-мужчины.

Пациентов случайным образом распреде-
ляли в соответствии с полученным при помощи
компьютера случайным списком на две группы.
33 пациента относили к группе 1 (150 ME в
день) и 35 пациентов относили к группе 2 (450
ME каждый третий день).
Лекарственная терапия, введение и монито-

ринг
Ацетат лейпрорелина, (Uno-Enantone®, Ta-

keda) использовали в качестве агониста для де-
сенсибилизации гипофизарных гонадотропных
клеток. Его вводили в дозе 0,1 мл, содержащей
0,5 мг в день, подкожно (sc) в бедро один раз в
день, начиная при средней лютеиновой фазе
менструального цикла и заканчивая в день инъ-
екции u-hCG. Гипофизарную десенсибилизацию
подтверждали ультразвуковым сканированием и
измерением уровня Е2 в самые ранние 10 дней
после начала обработки. Если у пациента не
наблюдали понижающую регуляцию (даун-
регуляцию) в это время, обработку одним лейп-
рорелином продолжали еще в течение 15 дней.
В любом случае, даун-регуляцию подтверждали
перед началом лечения сверховуляции.

После подтверждения даун-регуляции на-
чинали лечение r-FSH (Gonal-F®, Serono). Gonal-
F® вводили либо один раз в день, либо каждый
3-й день, соответственно, в виде sc-введения в
живот.

Начальная фиксированная доза (в день S1)
была 150 МЕ/день или 450 ME FSH/3-ий день в
течение 6 дней (включительно). В день S7 (7
дней после начала лечения r-hFSH) дозы при-
спосабливали в соответствии с реакцией яични-
ков, наблюдаемых при помощи УЗИ и уровней
Е2 в сыворотке. В этой связи, в дни S1, S5, S7 и
каждый раз, когда пациента наблюдали в центре
для мониторинга, в том числе в день введения u-
hCG, брали пробу крови, центрифугировали и
сыворотку (2 мл) использовали для немедлен-
ной оценки в местной лаборатории для анализа
Е2 Р4, LH и FSH. Ультразвуковые обследования
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выполняли с использованием эндовагинального
зонда в те же самые дни, что и измерения Е2. В
каждом случае измеряли все фолликулы со
средним диаметром ≥ 11 мм.

Gonal-F® поставлялся в ампулах, содержа-
щих 150 ME FSH, 30 мг сахарозы и фосфатный
буфер в лиофилизированной форме. Число ам-
пул, требуемое для дневной дозы, восстанавли-
вали водой для инъекций и инъецировали под-
кожно (sc) сразу же после этого. Следующая
таблица показывает конкретное разведение,
требующееся при приготовлении дозы для вве-
дения:

Таблица 1

Дозу FSH корректировали на 7-ой день ле-
чения в соответствии с реакцией яичников. В
обеих группах, если реакция яичников была
достаточной, использовали дозу 150 ME. В обе-
их группах, если реакция яичников была неаде-
кватной, использовали дозу 225 ME. Затем, если
дозу увеличивали, приращение было только по
75 ME FSH/день над предыдущей дозой. Таким
образом, дозы были: 150, 225, 300, 375 и 450 ME
FSH/день.

Однократную подкожную (sc) инъекцию
5000 ME u-hCG (Profasi®, Serono) вводили на
следующий день после последнего введения r-
hFSH и GnRH, когда: наибольший фолликул
достигал среднего диаметра по меньшей мере 18
мм; присутствовали по меньшей мере два дру-
гих фолликула со средним диаметром ≥ 16 мм; и
когда уровень Е2 был в приемлемом диапазоне
для числа присутствующих фолликулов.
Profasi® поставлялся в ампулах, содержащих
5000 ME u-hCG и 10 мг лактозы в виде лиофи-
лизированного порошка для подкожного (sc)
введения. Одну ампулу u-hCG восстанавливали
1,0 мл солевого раствора для инъекции (0,9%
NaCl) и объем 1,0 мл инъецировали подкожно
(sc) сразу же после этого.

Через 34-38 ч после введения u-hCG ооци-
ты извлекали либо абдоминально, либо ваги-
нально под ультразвуковым мониторингом. За-
тем ооциты оплодотворяли in vitro и эмбрионы
возвращали на место спустя 2-3 дня после из-
влечения ооцитов. Возвращали на место не бо-
лее трех эмбрионов.

Следующую информацию регистрировали.
Число ооцитов: регистрировали общее

число извлеченных ооцитов, в том числе повре-
жденных и незрелых.

Зрелость ядер ооцитов: зрелость ядер
ооцитов оценивали каждый раз, когда это было
возможным. Ооциты классифицировали как
ядро яйцеклетки (ядро яйцеклетки или ядро

ооцита человека является более или менее сфе-
рическим по форме и обычно содержит одно,
экзоцентрически расположенное ядрышко. Ядро
яйцеклетки само расположено в центре ооплаз-
мы в ранних незрелых ооцитах и становится
расположенным более экзоцентрически непо-
средственно перед распадом ядра яйцеклетки),
метафазу I (ооцит метафазы I характеризуется
отсутствием его связи с первым полярным те-
лом или ядром яйцеклетки. Под световым мик-
роскопом, типичный ооцит метафазы I (проме-
жуточный ооцит) обнаруживает (а) отсутствие
первого полярного тела и отсутствие ядра яйце-
клетки; (b) ооплазму, которая является круглой
и ровной, обычно слегка окрашенной, но иногда
слегка гранулярной) или метафазу II (типичный
ооцит метафазы II (зрелый; предовуляторный)
обнаруживает (а) выпяченное первое полярное
тело, (b) ооплазму, которая является круглой и
ровной, слегка окрашенной и гомогенной по
гранулярности).

Дегенеративные или атрезированные
ооциты (нежизнеспособные):

Регистрировали присутствие дегенератив-
ных или атрезированных ооцитов. Дегенератив-
ные ооциты могут проявлять любое из ядерных
состояний, описанных выше. Дегенерация и
атрезия могут иметь место в ооците в любой
временной точке во время процесса созревания
в фолликуле, от незрелых стадий до послезре-
лых стадий. Дегенерация обуславливает множе-
ственные аномальные морфологические аспек-
ты в аспирированных ооцитах от потемневшей
и вакуолизированной ооплазмы до хрупкости
поддерживающих структур, особенно блестя-
щей зоны. Возможно, дегенеративный или атре-
зированный ооцит легче всего идентифициро-
вать вследствие его в существенной степени
отклоняющихся от нормы аспектов. Под свето-
вым микроскопом, дегенеративный или атрези-
рованный ооцит может обнаруживать (а) любую
форму ядерного состояния (полярное тело, ядро
яйцеклетки, отсутствие полярного тела и ядра
яйцеклетки, или невозможность идентифика-
ции), (b) ооплазму, которая имеет цвет от ко-
ричневого до черного и имеет очень неправиль-
ную форму.

Число осемененных ооцитов: регистриро-
вали число осемененных ооцитов.

Характеристики спермы и осеменение: ре-
гистрировали тип осеменения (нормального или
ICSI). Для нормального осеменения регистриро-
вали плотность подвижных сперматозоидов в
чашке для оплодотворения. В случае осемене-
ния при помощи интрацитоплазматической инъ-
екции спермы (ICSI) регистрировали источник
сперматозоидов (эякулят, эпидидимис или яич-
ко).

Оплодотворение и развитие зародыша: в
день 1 после OPU оценивали оплодотворение и
регистрировали число яйцеклеток, имеющих
один, два или много пронуклеусов. В день 2
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после OPU документировали число подвергну-
тых дроблению эмбрионов, число вытесненных
эмбрионов, стадию развития и морфологиче-
ский балл каждого эмбриона во время переноса
и выход каждого типа эмбрионов (перенесен-
ных, замороженных или выброшенных).

Система оценки была следующей.
Оценка А: эти эмбрионы обнаруживают

бластомеры одинакового размера почти сфери-
ческого вида с умеренной преломляющей спо-
собностью (т.е. не очень темные) и с интактной
зоной. Следует принимать в расчет вид бласто-
меров, которые находятся в процессе деления
или которые делились асинхронно с их одно-
временно образующимися копиями, например
эмбрионами из 3, 5, 6 или 7 клеток. Они могут
быть неоднородными, но совершенно нормаль-
ными.

Оценка В: эти эмбрионы имеют более не-
однородные или имеющие неправильную форму
бластомеры, с небольшой изменчивостью в пре-
ломляющей способности и с фрагментацией
бластомеров не более 10%.

Оценка С: эти эмбрионы обнаруживают
фрагментацию не более 50% бластомеров. Ос-
тальные бластомеры должны быть, по меньшей
мере, в умеренном (оценка В) состоянии и
иметь преломляющую способность, ассоцииро-
ванную с жизнеспособностью клеток; блестя-
щая зона должна быть интактной.

Оценка D: эти эмбрионы обнаруживают
фрагментацию более 50% бластомеров, некото-
рые из которых могут быть чрезвычайно раз-
личными в преломляющей способности. Любые
остальные бластомеры должны быть жизнеспо-
собными.

Природный прогестерон (Utrogestan®:
3x200 мг/день) вводили вагинальным путем в
качестве поддержания лютеиновой фазы, при-
чем введение начинали после OPU (извлечения
зрелой яйцеклетки). Лечение прогестероном
продолжали до менструации или, если пациент-
ка была беременной, в течение по меньшей мере
первых трех недель беременности.

Беременность диагностировали следую-
щим образом. Если у пациентки не было менст-
руаций, брали пробу крови после приблизи-
тельно пятнадцати дней после дня введения u-
hCG для оценки содержания hCG в сыворотке.
Оценку hCG повторяли в день 23-25, если кон-
центрация в сыворотке была ≥10 МЕ/л. Ультра-
звуковое сканирование выполняли между днем
u-hCG 35 и 42 у всех пациенток, которые бере-
менели, при условии отсутствия выкидыша.
Число бластоцист и активность сердец эмбрио-
нов регистрировали.

Табл. 2 суммирует оценки, сделанные во
время периода лечения.

Таблица 2

* если первый сывороточный hCG ≥ 10
МЕ/л

** если есть беременность.
Пробы сыворотки получали и хранили

следующим образом. Для получения 3,5 мл сы-
воротки минимально 7 мл венозной крови брали
в соответствии со стандартной процедурой во
временных точках, приведенных в табл. 2 выше.
Пробы крови свертывались в течение 1 ч при
комнатной температуре, их центрифугировали и
сыворотку переносили в виде 1 аликвоты 2,5 мл
(в вакутейнере на 5,0 мл) и 1 аликвоты 1 мл.
Аликвоту 2,5 мл использовали для анализа па-
раметров непосредственно после приготовле-
ния: сохраняемую пробу 1 мл хранили в замо-
роженном виде при -20°С. Глубокое заморажи-
вание этой сыворотки выполняли как можно
быстрее после центрифугирования, но в преде-
лах 4 ч после взятия проб.

Пробы FSH брали следующим образом. 3
мл крови брали во временных точках, приве-
денных в табл. 2 выше, и обрабатывали, как
описано выше. Сыворотку переносили в 2 алик-
воты по меньшей мере 500 мкл, одну из которых
поддерживали в замороженном виде при -20°С,
в виде сохраняемой пробы. Способами, исполь-
зуемыми для определения гормонов, были сле-
дующие:

Е2: ACS 180 Chiron Chemiluminisent, ELISA.
P4: ACS 180 Chiron Chemiluminisent, ELISA.
FSH: ACS 180 Chiron Chemiluminisent, ELISA.
LH: ACS 180 Chiron Chemiluminisent, ELISA.
PRL: ACS 180 Chiron Chemiluminisent, ELISA.
Результаты
Результаты этого исследования показаны в

таблицах ниже. Статистический анализ выпол-
нялся Serono Corporate Biometrics, с использова-
нием статистической программы SAS (SAS In-
stitute, NC, USA).

Обе лечебные группы имели сравнимые
демографические данные. Общая кумулятивная
доза FSH, требующаяся для завершенного сти-
мулирующего лечения, является также высоко
сравнимой. Однако число инъекций, которым
должен быть подвергнут пациент для получения
адекватной стимуляции, является статистически
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различным (величина р: 0,0001). Для сравни-
тельной лечебной группы, среднее число инъек-
ций равно 10,5 (ст. откл. 2,4), тогда как для
группы с лечением чередующимися дозами,
среднее число инъекций равно 6,9 (ст. откл. 2,2).

Число ооцитов, получаемых из обеих ле-
чебных групп, является сравнимым, что отра-
жено в сравнимом числе осемененных ооцитов:
среднее число в сравнительной группе равно 7,7
(ст. откл. 5,2) в сравнении со средним числом
группы с чередующимися дозами 6,9 (ст. откл.
3,1). Число криосохраняемых эмбрионов и жиз-
неспособных эмбрионов было статистически
значимым в пользу сравнительной группы (ве-
личины р 0,0238 и 0,0319, соответственно). Од-
нако качество перенесенных эмбрионов обна-
ружило тенденцию большего числа эмбрионов с
оценкой А, перенесенных в группе с чередую-
щимися дозами, хотя оно не достигало стати-
стической значимости в пользу лечебной груп-
пы с чередующимися дозами (величина р:
0,0561) со средней частотой имплантации 181
для этой группы по сравнению со средней час-
тотой имплантации 5% при сравнительном ле-
чении.

Кроме того, что клинически наиболее важ-
но (см. таблицу 5 - Биохимические и клиниче-
ские беременности), различие в числе биохими-
ческих беременностей является статистически
высокозначимым (величина р: 0,0038) в пользу
лечебной группы с чередующимися дозами:
среднее число биохимических беременностей
39,4% по сравнению всего лишь с 8,6% в срав-
нительной лечебной группе. Это приводило к
частоте клинических беременностей, которое
опять было статистически значимо (величина р:
0,0105) в пользу лечебной группы с чередую-
щимися дозами: среднее число клинической
беременности 30,3% для лечебной группы с че-
редующимися дозами по сравнению с 5,7% для
сравнительной лечебной группы. Эти данные в
сильной степени предполагают, что профиль
сывороточного FSH, достигаемый с использова-
нием нового режима, неизбежно приводит к
более высокому качеству, более жизнеспособ-
ным ооцитам.

Таблица 3. Суммарная статистика

Таблица 4. Распределение оценок перене-
сенных эмбрионов

* Нет эмбрионов с оценкой D

Таблица 5. Биохимические и клинические
беременности

Величины р из критерия Фишера

Таблица 6. Суммарная статистика

Таблица 7.  Суммарная статистика

Из этих результатов видно, что инъекция 4
50 ME FSH каждый 3-ий день дает по меньшей
мере те же самые результаты в отношении раз-
вития фолликулов и может приводить к боль-
шему числу беременностей. Однако требуется
меньшее число инъекций.

Пример 2.
Следующий пример сравнивает функцию

яичников и гормональные уровни после стиму-
ляции яичников в пациентах с синдромом поли-
кистоза яичника (PCOS) с использованием ре-
комбинантного фолликулостимулирующего
гормона (r-FSH) в двух последовательных цик-
лах в соответствии с двумя различными низко-
дозовыми схемами введения гонадотропина,
классическим продолжительным протоколом с
увеличивающими дозами и модифицированным
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протоколом с уменьшающимися дозами. По-
следний протокол используется также для жен-
щин с нормальной овуляцией, подвергающихся
их первому циклу внутриматочного осеменения.

Материалы и способы
В целом, в исследование включали 30

женщин с первичным бесплодием. У десяти из
них (группа 1) был PCOS и их исследовали в 20
циклах лечения. Средний (≥SE) возраст пациен-
тов был 31,8±1,2 лет и их средняя продолжи-
тельность бесплодия была 4,1±1,5 года. Они
представляли олигоменорею или аменорею,
среднее базальное отношение LH/FSH было
2,8+0,35 и их средние базальные уровни андро-
стерона и свободного тестостерона были 305±36
нг/дл (нормальные величины 60-200 нг/дл) и
7,76±3,81% (нормальные величины 0,3-3,8%),
соответственно. Их средний индекс массы тела
был 26,4±1,6, и у всех были видны поликистоз-
ные яичники с помощью ультразвуковой эхо-
графии (Adams et al., Br. Med. J. 293:355-359
(1986)). Эндогенная эстрогенная активность
была очевидной в этих пациентах по средним
базальным уровням эстрадиола 93,7±10,1 пг/мл
и положительной реакции на тест стимуляции
прогестином (обычное взятие крови после обра-
ботки перорально медроксипрогестеронацета-
том, 10 мг ежедневно в течение 5 дней) в каж-
дом из них. Параметры спермы нормального
партнера-мужчины, нормальную гистеросаль-
пингограмму или лапароскопию и отсутствие в
анамнезе хирургических операций органов таза
и/или воспалительных заболеваний органов таза
регистрировали перед индукцией овуляции в
этих пациентах. Ни у кого из них не происходи-
ла овуляция под воздействием кломифенцитра-
та, либо не наблюдалось беременности после по
меньшей мере трех циклов овуляции при таком
лечении при дозах ≤ 200 мг/день в течение 5
дней.

Пациентов с PCOS подвергали лечению
подкожным r-FSH (Gonal-F, Serono S.A., Madrid,
Spain) в соответствии с протоколом стандартной
низкодозовой схемой введения, описанным ра-
нее (Balasch et al., J. Assist. Reprod. Genet.
13:551-556 (1996)) в первом исследуемом цикле
лечения и затем с использованием модифициро-
ванной схемы введения уменьшающихся доз во
втором цикле лечения гонадотропином. Вре-
менной интервал между циклами лечения для
каждой женщины был равен 1-3 месяцам. Тера-
пию r-FSH начинали в день 3 спонтанного цикла
или индуцированного кровотечения матки. По-
скольку целью было сравнение функции яични-
ков и гормональных уровней, но не ставилась
цель сравнения частоты беременностей, 10 по-
следовательных пациентов с PCOS, которые не
становились беременными в первом цикле об-
работки, включали в данное исследование.

Продолжительная схема с низкими увели-
чивающимися дозами состояла из введения пер-
воначальной дозы 75 ME r-FSH в день, и доза

увеличивалась, если необходимо, с прираще-
ниями по 37,5 ME.

Первое увеличение суточной дозы выпол-
няли спустя 14 дней терапии только в том слу-
чае, если не было доказательства реакции яич-
ников при ультразвуковом исследовании (т.е.
нет фолликулов с размером более 10 мм в диа-
метре). Дополнительные коррекции дозы вы-
полняли, если необходимо, после периода 7
дней. Это ступенчатое увеличение продолжали,
пока активность яичников не обнаруживалась
при ультразвуковом исследовании; затем ту же
самую дозу (т.е. пороговую дозу) продолжали
вводить до достижения диаметра фолликулов >
17 мм.

В модифицированном протоколе с умень-
шением дозы пациенты получали 4 ампулы (300
ME) r-FSH при дне 3 цикла и не получали лече-
ния в следующие 3 дня (дни цикла 4-6). Тера-
пию r-FSH повторно начинали в день 7 цикла
введением 1 ампулы в день r-FSH после выпол-
нения соответствующего ультразвукового ска-
нирования яичников. Эту дозу поддерживали до
дня 9 цикла (т.е. 1 неделю после начала лече-
ния) и затем протокол был точно таким же, что
и протокол, который использовали в низкодозо-
вом подходе с увеличением дозы. Таким обра-
зом, каждая женщина служила ее собственным
контролем для исследования функции яичников
и гормональных уровней. Применение одного и
того же протокола, применяемого к различным
гонадотропиновым лекарственным средствам в
одном и том же пациенте, как описано ранее
Balasch et al., Hum. Reprod. 10:1678-1683 (1995);
Balasch et al., J. Assist. Reprod. Genet. 15:552-559
(1998); Couzinet et al., J. Clin. Endocrinol. Metab.
66:552-556 (1998); Shoham et al., Fertil. Steril.
56:1048-1053 (1991), является, по-видимому,
более подходящим построением исследования,
когда целью сравнения являются функции яич-
ников и гормональные уровни, но не уровень
беременности.

Модифицированный протокол с уменьше-
нием дозы испытывали также на 20 бесплодных
женщинах с нормальной овуляцией (группа 2),
имеющих нормальную морфологию яичников
при вагинальной ультразвуковой эхографии.
Они подвергались первому внутриматочному
циклу оплодотворения в сочетании с лечением
яичников гонадотропином из-за невыясненной
причины бесплодия или пониженной мужской
фертильности после того, как маточные трубы
пациента диагностировали при помощи гистер-
сальпингограммы или с использованием лапа-
роскопии. Средний возраст пациентов в группе
2 был 32,9±2,0 года, и их средняя продолжи-
тельность бесплодия была 5,3±1,2 года.

Реакцию яичников в обеих группах паци-
ентов подвергали мониторингу при помощи
вагинального ультразвукового сканирования и
измерений эстрадиола. Кроме того, для этого
исследования сывороточные уровни прогесте-
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рона средней лютеиновой фазы (7 дней после
инъекции hCG) измеряли ретроспективно во
всех циклах лечения для пациентов в группе 1.
Это делали с использованием замороженных
проб, хранящихся при -20°С, которые исследо-
вали в одном цикле. Гормоны измеряли с ис-
пользованием коммерчески доступных наборов
согласно известным ранее способам (Balasch et
al., Hum. Reprod. 11:2591-2594 (1996)). Концен-
трации эстрадиола и прогестерона в сыворотке
определяли прямым радиоиммуноанализом
(bioMerieux, Marcy l'Etoile, France для эстрадио-
ла; Immunotech International, Marseille, France
для прогестерона). Для эстрадиола коэффициен-
ты вариации внутри анализа и между анализами
были <4,5% и <5,5%, соответственно и коэффи-
циент внутри анализа для прогестерона был
6,5%.

Последовательное ультразвуковое скани-
рование проводили для определения роста фол-
ликулов и изменений во времени диаметра яич-
ников. hCG (Profasi; Serono S.A.), 10000 ME в/м
вводили для индукции овуляции, когда основ-
ной фолликул достигал >17 мм. Ультразвуковые
сканирования выполняли с вагинальным датчи-
ком 5 мГц, подсоединенным к сканеру Aloka
sector scanner (модели SSD-620, Aloka, Tokyo).

Данные анализировали статистической
программой SPSS с использованием приспособ-
ленного для парных наблюдений рангового кри-
терия Уилкоксона и хи-квадрат-критерия, где
как удобно. Результаты выражены в виде сред-
них с SE (стандартной ошибкой).

Результаты
Все циклы лечения гонадотропином,

включенные в этот пример, были овуляторными
в соответствии с данными ультразвуковой эхо-
графии, базальными записями температуры те-
ла, длиной лютеиновой фазы, а для пациентов в
группе 1, также концентрацией сывороточного
прогестерона в середине лютеиновой фазы > 10
нг/мл.

Среди пациентов PCOS (группа 1) были 1
продолжающаяся беременность и 1 спонтанный
триместровый выкидыш в случае модифициро-
ванного подхода с уменьшением дозы. Сравни-
тельные результаты двух схем r-FSH-лечения в
этой группе женщин суммированы в табл. I и II.
Общее количество FSH, используемое для ин-
дукции овуляции у пациентов с PCOS, было
более высоким в способе с уменьшением дозы,
несмотря на то, что как средняя продолжитель-
ность лечения, так и пороговая доза были оди-
наковыми в случае обоих подходов. Однако
частота мультифолликулярных циклов (т.е. ос-
новной фолликул > 17 мм и два или более вто-
ричных фолликулов) была значимо более высо-
кой в случае протокола с увеличением дозы,
тогда как монофолликулярные циклы (т.е. раз-
вивается только один фолликул, который дости-
гает > 17 мм в диаметре) получали в 80% цик-
лов лечения с использованием способа с

уменьшением дозы (табл. I). Данные по дина-
мике фолликулов и уровням эстрадиола во вре-
мя лечения r-FSH в обеих группах исследования
представлены в табл. II. Селективное извлече-
ние ооцитов проводили в двух мультифоллику-
лярных циклах перед инъекцией hCG в послед-
ней группе лечения. Четыре и три ооцита (5 из
них незрелые), соответственно, были получены
из этих извлечений, но оплодотворение in vitro
не пытались произвести в соответствии с пред-
почтением пар. Таким образом, с конечным
фолликулярным развитием, сывороточные
уровни эстрадиола в день hCG были на 71%
более высокими с протоколом с увеличением
дозы (различие, показывающее тенденцию в
отношении статистической значимости, Р=0,1),
тогда как сывороточный прогестерон средней
лютеиновой фазы был значимо более высоким
(Р<0,05) (табл. I).

Для пациентов в группе 2, подвергающих-
ся стимуляции яичников гонадотропином во
внутриматочных циклах оплодотворения, дни
лечения гонадотропином и число использован-
ных ампул r-FSH были 6,1±1,2 и 9,0±1,4, соот-
ветственно. Суточная эффективная (пороговая)
доза была 75 ME (1 ампула) для каждого цикла
лечения. 15/20 (75%) циклов лечения были мо-
нофолликулярными, тогда как в остальных 5
случаях наблюдали вторичный фолликул, со-
провождающий основной фолликул, в день hCG
(25% бифолликулярных циклов), но не получа-
ли мультифолликулярного развития. Средние
сывороточные уровни эстрадиола в день лече-
ния 4 и в день инъекции hCG были 89,8±14,7 и
271±29,7 пг/мл, соответственно. Были три одно-
плодные продолжающиеся беременности (> 14
недель беременности) из 20 циклов лечения, две
из которых имели место во время монофолли-
кулярных циклов.

Таблица I

Величины представляют среднее ± SE
НЗ=незначимый результат
а) В двух циклах был один вторичный фолли-

кул, 14 и 15 мм в диаметре, соответственно.
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Таблица II

Величины являются средними ±SE.
Обсуждение
Данный пример показывает значимо высо-

кую частоту (80%) монофолликулярных циклов,
100% частоту моно- и бифолликулярных циклов
и отсутствие мультифолликулярного развития.
Этот факт вместе с более низкими уровнями
эстрадиола в день инъекции hCG подразумевает
уменьшенные шансы множественной беремен-
ности и гиперстимуляции яичников.

Рандомизированное исследование, сравни-
вающее схемы с низкими увеличивающимися
дозами (18 пациентов) и уменьшающимися до-
зами (17 пациентов) показали 56% и 88% моно-
фолликулярных циклов в первой и последней
схемах лечения, соответственно (van Santbrink
and Fauser, J. Clin. Endocrinol. Metab. 82:3597-
3602 (1997)). Это было рандомизированное ис-
следование, в котором пациенты, предположи-
тельно имеющие одно и то же эндокринное от-
клонение от нормы, получали один из двух под-
ходов лечения случайным образом. Однако
PCOS является гетерогенным состоянием с раз-
личающимися эндокринными признаками. По-
рог FSH варьируется для отдельных пациентов,
что предполагает вариабельные отклонения от
нормы (Fauser et al., Endocr. Rev. 18:71-106
(1997); Baird (1996) (выше)). Таким образом, как
обсуждалось выше, применение одного и того
же гонадотропинового лекарственного средства,
применяемого к различным протоколам лечения
в одном и том же пациенте, кажется более под-
ходящей схемой исследования, когда целью
сравнения являются функция яичников и гор-
мональные уровни, но не частота беременности.
В данном примере, каждая женщина была ее
собственным контролем в отношении активно-
сти яичников и гормональных изменений. Ис-
пользование каждой женщины в качестве собст-
венного контроля устраняет действие, перене-
сенное из предыдущего цикла, которое могло
бы повлиять на эти результаты, так как каждый
пациент с PCOS подвергался сначала лечению с
увеличением дозы. Кроме того, временной ин-
тервал между циклами лечения каждой женщи-
ны был 1-3 месяца.

В исследовании van Santbrink and Fauser
(van Santbrink and Fauser (1997) (выше)) после
предоставления обычной первоначальной дозы
гонадотропина применяли постепенное умень-
шение дозы. Однако в данном примере исполь-
зовали период снижения до полного прекраще-
ния введения. Такое снижение возможно, когда
полужизни r-FSH составляет около 36 ч (Le Co-

tonnec et al., (1994) (выше); Le Cotonnec et al.,
Fertil. Steril. 61:669-678 (1994)). Было сделано
предположение, что такое снижение может пре-
дотвратить циклы, склонные к развитию гипер-
стимуляции яичников, и, следовательно было
показано, что явно выраженное уменьшение
сывороточных концентраций FSH предупрежда-
ет дальнейшее развитие фолликулов среднего
размера, тогда как большие фолликулы продол-
жают созревать (van Santbrink et al., (1995) (вы-
ше)). Однако известно также, что во время по-
добного снижения до полного прекращения
введения может происходить резкое падение
концентрации эстрадиола, которое ведет к пре-
кращению цикла (Sher et al., Hum. Reprod.
10:3107-3109 (1995); Aboulghar et al., Hum. Re-
prod. 13 (Abstract Book l):243-244 (1998)). Это
наблюдали как в индукции стимуляции в жен-
щинах с отсутствием овуляции, так и во время
контролируемой гиперстимуляции яичников.
Таким образом, для устранения прекращения
цикла в данном примере используют высокую
первоначальную дозу для имитации природного
цикла, что стимулирует активизацию фоллику-
лов, с последующими поздними небольшими
ступенчатыми приращениями, если необходимо,
которые могут быть решающими в определении
созревания фолликулов (Franks and Hamilton-
Fairly, (1996) (выше)).

У большей части женщин, подвергающих-
ся лечению с применением внутриматочного
оплодотворения, наблюдалась овуляция, и было
подчеркнуто, что интенсивность протоколов
стимуляции яичников, используемых для сверх-
овуляции в циклах внутриматочного осемене-
ния, связана с частотой множественных бере-
менностей (te Velde and Cohlen N. Engl. J. Med.
340:224-226 (1999)). Таким образом, предпочти-
тельны (te Velde and Cohlen, (1999) (выше)) мяг-
кие схемы стимуляции яичников гонадотропи-
ном, которые могут давать приемлемые успеш-
ные частоты беременности, но с низкой долей
близнецов и без беременностей более высокого
порядка (Balasch et al., Hum. Reprod. 9:1863-
1866 (1994); Cohlen et al., Hum. Reprod. 13:1553-
1558 (1998)). Схема со ступенчатым понижени-
ем дозы, применяемая к женщинам с нормаль-
ной овуляцией, представляет собой в соответст-
вии с данным изобретением новый подход в
этой связи. 100% частота встречаемости моно-
фолликулярных/бифолликулярных циклов, по-
лученная в женщинах группы 2, дает дополни-
тельное доказательство в пользу применимости
данного подхода, когда мультифолликулярное
развитие в индукции яичников является нежела-
тельным.

В заключение можно сказать, что физиоло-
гический подход со ступенчатым уменьшением
дозы для индукции овуляции в пациентах-
женщинах с PCOS может быть более подходя-
щим для достижения монофолликулярных цик-
лов, чем подход с повышением дозы. По-



25 004924 26

видимому, этот модифицированный подход яв-
ляется также применимым для получения мо-
нофолликулярного развития у женщин с нор-
мальной овуляцией, подвергающихся стимуля-
ции при внутриматочных циклах оплодотворе-
ния.

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Способ лечения бесплодия у женщин,
включающий введение нуждающейся в этом
женщине фолликулостимулирующего гормона
(FSH) и/или его биологически активного анало-
га в первоначальной дозе в диапазоне от 100 до
600 ME с последующей второй дозой по мень-
шей мере 3 дня спустя в фазе стимуляции.

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что
FSH и/или его биологически активный аналог
вводят в дозе в диапазоне от 300 до 600 ME в
каждый третий день первых 6 дней фазы стиму-
ляции.

3. Способ по п.2, отличающийся тем, что
доза находится в диапазоне от 400 до 500 ME.

4. Способ по п.3, отличающийся тем, что
доза находится в диапазоне от 430 до 470 ME.

5. Способ по п.3, отличающийся тем, что
доза составляет приблизительно 450 ME.

6. Способ по любому из пп.2-5, отличаю-
щийся тем, что FSH и/или его биологически
активный аналог вводят в дни 1 и 4, дни 2 и 5
или дни 3 и 6 фазы стимуляции.

7. Способ по п.1, отличающийся тем, что
первоначальная доза находится в диапазоне от
100 до 500 ME.

8. Способ по п.7, отличающийся тем, что
первоначальная доза находится в диапазоне от
200 до 400 ME.

9. Способ по п.8, отличающийся тем, что
первоначальная доза равна приблизительно 300
ME.

10. Способ по любому из пп.7-9, отличаю-
щийся тем, что вторую дозу вводят между тремя
и шестью днями после первоначальной дозы.

11. Способ по п.10, отличающийся тем, что
вторую дозу вводят спустя четыре дня после
первоначальной дозы.

12. Способ по п.7 или 8, отличающийся
тем, что вторая доза находится в диапазоне от
50 до 200 ME.

13. Способ по п.12, отличающийся тем, что
вторая доза находится в диапазоне от 70 до 100
ME.

14. Способ по п.13, отличающийся тем, что
вторая доза равна приблизительно 75 ME.

15. Способ по любому из пп.7-14, отли-
чающийся тем, что вторую дозу повторяют еже-
дневно в течение 1-4 дней, предпочтительно в
течение 2 дней.

16. Способ по любому из пп.7-15, отли-
чающийся тем, что первоначальную дозу вводят
в день 1, 2, 4 или предпочтительно 3 фазы сти-
муляции.

17. Способ по любому из предшествующих
пунктов, отличающийся тем, что FSH является
рекомбинантным FSH (r-FSH).

18. Способ по любому из предшествующих
пунктов, отличающийся тем, что FSH является
FSH человека (hFSH).

Евразийская патентная организация, ЕАПВ

Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2/6


