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 Indledning: 	

Hvorfor denne guideline er vigtig
Antallet af langtids-overlevere af en kræftsygdom er stigende, primært på grund af mere effektive og intensive behandlingsregimer. Mange af disse langtids-overlevere klager over en eller flere alvorlige 

følgevirkninger til deres kræftbehandling. Infertilitet er en alvorlig følgevirkning af behandling med kemoterapi og/eller abdominal- eller cerebral stråleterapi. Graden af ovariepåvirkning kan variere fra ingen/næsten ingen påvirkning til fuldstændigt udslukt ovariefunktion, som efter behandling med stamcelletransplantation. Som udgangspunkt ses den største ovarielle skade efter behandling med højdosis alkylerende stoffer og abdominal stråleterapi. Andre uønskede bivirkninger kan være præmatur ovarieinsufficiens (POI), risiko for at gå tidligere i overgangsalderen, end man ellers ville have gjort, subfertilitet og manglende spontan menarche. At udtage æg eller ovarievæv mhp nedfrysning inden opstart af en potentielt gonadotoksisk behandling er dog ikke kun relevant for kræftpatienter. Patienter, der fejler en alvorlig benign lidelse, der kræver behandling med kemoterapi eller stamcelletransplantation, bør også tilbydes fertilitetsbevaring. Det kunne dreje sig om patienter med SLE, autoimmune lidelser eller svære anæmier, men også patienter med disponerende faktorer til POI kunne drage fordel af at få frosset deres æg eller ovarievæv ned, inden en eventuel POI sætter ind. Som fertilitetslæge bør man kunne identificere patienter i risiko for POI samt henvise til specialiserede afdelinger, der tilbyder fertilitetsbevaring.
Definitioner og forkortelser: 

POI 	Premature Ovarian Failure 
PR 	Pregnancy Rate (pos. hCG/ultralydsverificeret) 
LBR 	Live Birth Rate 
OTC 	Ovarian Tissue Cryopreservation (kryopræservering af ovarievæv)
OV  	Oocyt vitrification
GnRHa 	Gonadotropin Releasing Hormone antagonist 
KMT 	Knoglemarvstransplantation 
BPES	 Blepharophimosis, ptosis, og epicanthus inversus syndrom 
FB 	Fertilitetsbevaring 
IVF	 In Vitro Fertilisering 
AMH 	Antimüllersk Hormon 
PGT	 Pregenetisk testing 
rFSH 	recombinant Follikel stimulerende Hormon 
hMG 	human menopause gonadotropin (menotropin) 
hCG 	humant Choriogonadotropin 
OHSS 	ovarielt hyperstimulations syndrome 
CML 	Kronisk myeloid Leukæmi 
AML 	Akut myeloid leukæmi 
ALL 	Akut lymfatisk leukæmi 
qPCR 	Kvantitativ Polymerase Chain Reaktion 
BOT 	Borderline ovarietumor 
IUGR 	Intrauterin vækstretardering 
PPROM 	Preterm Prelabour rupture of membranes

Afgrænsning af emnet:
Hvad indeholder guideline – Fertilitetsbevarende metoder hos piger og kvinder
Hvad indeholder guideline ikke – Effektivitet af vitrifikation/optøning af oocytter sammenlignet med kryopræservering/optøning af embryoner/blastocyster. Guidelinen beskæftiger sig ikke med fertilitetsbevaring for mænd.



 Litteratursøgningsmetode: 	
Litteratursøgning afsluttet dato: 08-10-2019

Vi har søgt i PubMed og EMBASE fra 1990 og frem til 2019. Søgeord/MESH terms:, 

Autotransplantation, breast cancer, cancer, chemotherapy, cryopreservation, fertility preservation, GnRHa, IVF, ovary, radiation therapy, vitrification
Der er ligeledes søgt direkte på artikler, som der er henvist til i de læste artikler.

 Resumé af kliniske rekommandationer 	

	1
	Såvel IVF med totalfrys af embryoner eller oocytter og autotransplantation af ovarievæv kan benyttes som fertilitetsbevarende behandling
	↑ ↑ 
(stærk anbefaling for)

	2
	Ortotopisk transplantation af ovarievæv bør være 1. valg til kvinder med fertilitetsønske
	↑↑
Stærk anbefaling for

	3
	Heterotopisk transplantation eller ortotopisk transplantation kan tilbydes kvinder mhp endogen hormonproduktion.
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	4
	’Slow freezing’ er til dato den foretrukne teknik til nedfrysning af ovarievæv
	↑↑
Stærk anbefaling for

	5
	Vitrifikation af ovarievæv kan ikke anbefales i Danmark pga. manglende erfaring.
	↑↑
Stærk anbefaling for

	6
	Kvinder i fertil alder med brystkræft bør tilbydes co-behandling med en GnRHa under kemobehandlingen
	↑↑
Stærk anbefaling for

	7
	Kvinder i fertil alder med lymfom bør tilbydes co-behandling med GnRHa under kemobehandlingen
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	8
	Kvinder i fertil alder med en benign lidelse, der kræver behandling med gonadotoksisk kemoterapi bør tilbydes co-behandling med GnRHa under kemobehandlingen
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	9
	Kvinder, der skal i behandling med alkylerende kemoterapi, abdominal stråleterapi eller KMT bør tilbydes fertilitetsbevaring
	↑↑
Stærk anbefaling for

	10
	Piger, der skal i behandling med højdosis alkylerende kemoterapi, abdominal bestråling eller KMT bør tilbydes fertilitetsbevarende behandling
	
√ God praksis

	11
	IVF med vitrifikation af embryoner eller oocytter er førstevalg til seksuelt aktive kvinder >18år, hvis tiden tillader det (10-17 dage) og der ikke findes kontraindikationer for hormonbehandling
	↑↑
Stærk anbefaling for

	12
	Kryopræservering af ovarievæv kan tilbydes piger og kvinder < 35år, med moderat-høj risiko for POI (>50%), hvor IVF ikke er en mulighed og såfremt der ikke er mistanke om disseminieret sygdom*
	↑↑
Stærk anbefaling for

	13
	Kryopræservering af ovarievæv kan tilbydes kvinder >35 år efter individuel vurdering af ovariereserve, såfremt denne skønnes at ligge højere end forventet
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	14
	Kryopræservering af ovarievæv bør ikke tilbydes ved lav ovariereserve (AMH<5)
	
√ God praksis

	15
	Transponering af ovarier bør overvejes ved forventet total stråledosis mod det lille bækken på > 5 GY
	↑↑
Stærk anbefaling for

	16
	Hormonstimulation i forbindelse med IVF er sikkert hos kvinder med brystkræft uanset østrogenreceptor status
	↑↑
Stærk anbefaling for

	17
	IVF kan påbegyndes i follikulær- såvel som lutealfasen med samme udbytte
	↑↑
Stærk anbefaling for

	18
	Triggering med en GnRHa nedsætter risiko for OHSS og har samme eller bedre udbytte hvad angår antal modne oocytter, fertiliseringsrate og embryoner
	↑↑
Stærk anbefaling for

	19
	DuoStim kan tilbydes, hvis der er tid nok, for at øge antallet af oocytter
	
√ God praksis

	20
	Kvinder med en tidligere brystkræft diagnose (stadie I-III) kan tilbydes autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv med minimal risiko for recidiv grundet vævet.
	↑↑
Stærk anbefaling for

	21
	Kvinder tidligere diagnosticeret med sarkomer og Hodgkin’s lymfom kan tilbydes autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv med minimal risiko for recidiv grundet vævet.
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	22
	Kvinder tidligere diagnosticeret med Non-Hodgkin’s lymfom, avanceret brystkræft og mave-tarm-kræft kan tilbydes autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv med et vist forbehold for en moderat risiko for recidiv grundet vævet.
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	23
	Det kan eventuelt overvejes at tilbyde kvinder med en tidligere leukæmi diagnose autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv, hvis de var i komplet remission da vævet blev udtaget, og eksperimentelle studier viser minimal risiko for recidiv.
	↓
Svagt betinget anbefaling imod

	24
	Det kan ikke anbefales at autotransplantere kryopræserveret ovarievæv fra kvinder med en tidligere ovariecancer
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	25
	Det anbefales at udføre histologiske undersøgelser, immunohistokemiske farvninger, molekylærbiologiske analyser og/eller dyreforsøg af kryopræserveret ovarievæv forinden autotransplantation ved diagnoser, hvor risikoen for recidiv anses for at være høj; heriblandt leukæmi, neuroblastoma, Burkittʼs lymfom og ovarietumorer.
	↑
Svag/betinget anbefaling for





 PICO-spørgsmål 1:  Hvilken fertilitetsbevarende metode giverer den største graviditetschancemest effektiv?	

Problemstilling
Det primære formål med fertilitetsbevarende behandling er at sikre kvindens mulighed for at opnå graviditet efter endt gonadotoxisk behandling. I denne guideline vurderes succesraten af en given intervention derfor ved pregnancy rate (PR) og/eller live birth rate (LBR). 
Størstedelen af kvinder henvist til fertilitetsbevarende behandling har kun tid til at gennemgå en enkelt IVF-cyklus, og succesraten ved IVF som akut fertilitetsbevarende behandling kan derfor ikke sammenlignes med graviditetschancerne hos almindelige IVF-patienter, der kan gennemgå gentagne cykli. Kvinden bør derfor som led i rådgivningen informeres om den forventede graviditetschance og live birth rate baseret på kvindens alder og det forventede antal vitrificerede oocytter eller embryoner efter en enkelt cyklus. Ved autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv genetableres ikke kun graviditetschancerne, men også ovariernes endokrine funktion. Kvinder med autotransplanteret ovarievæv har mulighed for at opnå spontan graviditet, og afhængigt af vævets funktionstid vil der også være mulighed for at opnå gentagne graviditeter. Ulemperne ved denne metode er en ofte yderst begrænset ovariereserve og begrænset funktionel varighed af det transplanterede væv. Dertil er der beskrevet tvivlsom effekt af det autotransplanterede væv hos kvinder >35år på tidspunktet for ovariefrys. Endelig , og må man må overveje hvorvidt man, hos kvinder med kun lav til moderat risiko for POI, skader kvindens fremtidige fertilitet ved at fjerne det ene ovarie.



	Kliniske rekommendationer

	
	Anbefaling
	Styrke

	
	Såvel IVF med totalfrys af embryoner eller oocytter og autotransplantation af ovarievæv kan benyttes som fertilitetsbevarende behandling
	↑ ↑ (stærk anbefaling for)



Resumé af evidens

	OTC er forbundet med en PR på 34-44% og en LBR på 23-41%. 
	++
Lav

	OV er forbundet med en PR på 27-41% og en LBR på 27-44% per transferering.
	++
Lav

	Embryonfrys er forbundet med en PR på 29-36% og LBR på 20-30% per transferering.
	++
Lav

	Graviditetschancen efter OTCV og OV er højere hos kvinder <36 år 
	++
Lav

	30-72% af kvinder med kun et ovarium efter OTC blev gravide uden autotransplantation
	+
Meget lav

	95% af kvinder genvinder endokrin funktion i æggestokken efter autotransplantation 
	++
Lav



Gennemgang af evidens
De kliniske rekommendationer er baseret på gennemgang af et litteratur review, 5 retrospektive studier om IVF med embryonfrys og 5 retrospektive observationelle studier med OV, hvoraf kun et enkelt studie sammenligner succesraten 
mellem IVF med oocytvitrificering (OV) og kryopræservering af ovarievæv (OTC) (Diaz-Garcia et al, 2018). 

I et nyligt review af Gellert et al. vurderes effektiviteten af OTC baseret på resultater fra 21 lande inkluderende 360 transplantationer hos 318 kvinder. I reviewet rapporteres der en samlet PR på 44% og en LBR på 41% efter OTC. Af disse var 46% af graviditeterne og 51% af fødslerne opnået ved spontan graviditet, mens 42% af graviditeterne og 35% af fødslerne var opnået efter IVF el IUI. Hos de resterende var konceptionsmåden uoplyst (Gellert et al 2018). Der blev rapporteret genvunden endokrin funktion i ovarievævet hos 95% af kvinderne. I undersøgelsen af Diaz-Garcia et al, der inkluderer 49 kvinder med OV og 44 kvinder med OTC fandt man en PR 34% og en LBR på 23% efter OTC, hvoraf 46,7% af graviditeterne blev opnået ved spontan konception. Til sammenligning fandt de en PR på 40.8% og en LBR på 32.6% efter OV, hvilket viste gav en lille øget sandsynlighed chance for graviditet (RR 1.31, 95% CI: 0.90-1.92) og fødsel (RR 1.39, 95% CI 0.95-2.03) efter OV sammenlignet med OTC. Diaz-Garcia registrerede rapporterede i deres studie ingen graviditeter hos kvinder >36 år på tidspunktet for kryopræservering af vævet.  I et tysk studie af van der Ven et al (2016) finder var der ligeledes en øget større chance for graviditet hos kvinder < 35 år (33%) sammenlignet med kvinder >35 år (18%). Der havdevar ingen graviditeter hos kvinder over 40 år på tidspunktet for OTC. Andelen af kvinder, der vendte tilbage for at gøre brug af det kryopræserverede ovarievæv (Rreturn-rate) for kvinder efter OTC er i litteraturen beskrevet angivet til omkring 7% (Hoekman 2019, Diaz-Garcia 2018). 

Chancen for graviditet og fødsel efter IVF afhænger generelt af kvindens alder og antallet af høstede oocytter. Chancen for graviditet og fødsel efter IVF med OV forud for gonadotoxisk behandling er opgjort i fem retrospektive studierefter OV hos kvinder forud for gonadotoxisk behandling er opgjort i 5 retrospektive studier, hvor i alt 2.619 kvinder undergik 2.732 IVF cykli med OV (Cobo 2018, Diaz-garcia 2018, Doyle 2016, Druckenmiller 2016, Specchia 2019). Heraf kom 153 kvinder tilbage sv.t. en returnrate på 5.8% (fra 2.9 til 7.4%). Antallet af høstede oocytter per aspiration er angivet til omkring 10-13 oocytter, hvoraf 8-10 var modne metafase II oocytter egnet til vitrifikation. I alt 153 kvinder tilbage mhp brug af de vitrificerede oocytter, sv.t. en returnrate på 5.8% (fra 2.9 til 7.4%). Oocyt survival rate angives til omkring 81-86% og fertiliseringsraten på 72-75%. Andelen af embryoner egnet til transferering er ikke detaljeret opgivet, men Sstudierne rapporterer en PR fra 27-41% og LBR fra 27-44% per transfer, totalt 50 fødsler. I flere af studierne er der transfereret op til 4 embryoner per transfer.  Oocyt survival rate angives fra ca. 70-82%I studiet af Doyle et al (2016), hvori der både indgår kvinder med OV på elektiv og akut fertilitetsbevarende indikation, angives en live-birth rate per oocyt på 6.4%. Ligesom for OTC er graviditetschancen efter OV også højere hos kvinder <36år på tidspunktet for OV (Doyle 2016, Cobo 2018). Doyle et al (2016) angiver en forventet sandsynlighed for mindst et barn på 50-55% ved vitrifikation af 8-10 MII oocytter hos kvinder under 35 år, og 30-40% hos kvinder mellem 35 og 40år, mens Cobo et al (2018) angiver en CLBR på 35-42% hos kvinder under 35 år og 29-43% hos kvinder over 35 år.  

Chancen for graviditet og fødsel efter IVF med embryonfrys forud for gonadotoxisk behandling er gennemgået i fem retrospektive studier
 (Barcroft et al 2013, Cardozo et al 2015, Courbiere et al 2012, Creux et al 2017, Dolman et al 2015). I alt 383 kvinder gennemgik 415 IVF cykli mhp nedfrysning af embryoner. Det gennemsnitlige antal høstede oocytter var mellem 8 og 12, heraf 4 til 6 embryoner til frys per cyklus. Andelen af kvinder, der vendte tilbage for at gøre brug af deres æg, blev opgjort til mellem 6.5% og 36% i de respektive studier. PR og LBR er opgjort til mellem 40-66% og 30-44% per patient, og mellem 29-36% og 20-30% per transfer. Implantationsraten er i to studier angivet til hhv 14% og 21% (Creux 2017, Dolman 2015), mens antallet af tilbagelagte embryoner er angivet til mellem 1.6 og 2.3 embryoner per transferering (Barcroft 2013, Cardozo 2015, Courbiere 2012, Creux 2017, Dolman 2015). Graviditetschancen er i disse studier ikke stratificeret på kvindens alder ved IVF. 

Graviditetschancen hos kvinder efter OTC uden autotransplantation er kun opgjort i få studier. Herunder et dansk studie af Schmidt et al (2013), hvor kun 20% af 143 adspurgte kvinder havde POI efter endt gonadotoxisk behandling. Af de resterende havde ca. 57 kvinder et aktivt graviditetsønske, hvoraf 41 kvinder (72%) opnåede i alt 68 graviditeter og 46 fødsler. I et hollandsk follow up studie af 51 kvinder med OTC, fandt man at 29% havde POI efter behandling og ca. 45% (n=23) havde bevaret ovariefunktion. Af disse opnåede 29.4% (n=15) spontant en eller flere graviditeter med i alt 25 fødsler. Det er ikke angivet om nogle af disse kvinder var gravide efter fertilitetsbehandling  (Hoekman 2019).
 
Graviditetschancen hos kvinder efter OV uden brug af oocytter er ikke opgjort i litteraturen.




PICO-spørgsmål 2: Hvilket er det mest effektive sted at lægge ovarievæv tilbage?

Problemstilling
Ved autolog transplantation er der mulighed for at tilbagelægge patientens ovarievæv heterotopisk.(udenfor den oprindelige lokalisation) eller ortotopisk (oprindelige lokalisation). Ved gennemgang af litteraturen er der overvejende konsensus om definitionen ortotopisk lokalisation som værende ovariel medulla (tilbageværende ovarium) eller intraabdominal peritoneallomme sv.t. fossa ovarica, begge lokalisationer med mulighed for spontan ovulation og graviditet. Heterotopisk transplantation defineres som tilbagelægning udenfor abdomen, typisk abdominalvæggen, overarmen eller rectusmuskulaturen. Disse lokalisationer giver dog ikke mulighed for spontan graviditet.

Multifaktuelle forhold har betydning for funktionen af det transplanterede væv. Patientens alder ved kryopræservering, tidligere gonadotoksisk behandling og mængden af transplanteret væv (Deemestere 2009). Revaskularisering af det transplanterede væv er altafgørende for at undgå stort follikeltab og insufficient ovariefunktion. Der er beskrevet flere mulige eksogene faktorer til optimering af transplantationen; antioxidanter kan øge den follikulære overlevelse, vækstfaktorer der stimulerer angiogenesen, og aspirin til nedsættelse af iskæmi (Deemestere 2009, Donfack 2017). Operativt kan Alloderm kollagen matrix med vaskulær permabilitetsfaktor VEGF muligvis forbedre angiogenesen (Deemestere 2009, Donfack 2017). Rutinemæssigt brug af disse faktorer ved ovarietransplantation er ikke beskrevet i litteraturen. 
 
Transplantation af kryopræserveret ovarievæv tjener overordnet to formål: fertilitetsbevaring og endogen hormonproduktion. Ovenstående PICO spørgsmål skal belyse hvorvidt transplantations-lokalisationen har betydning i forhold til graviditet og hormonproduktion.

Resumé af kliniske rekommandationer 	
Resumé af evidens

	
	
	

	1
	Ortotopisk transplantation af ovarievæv bør være 1. valg til kvinder med fertilitetsønske
	↑↑
Stærk anbefaling for

	2
	Heterotopisk transplantation eller ortotopisk transplantation kan tilbydes kvinder mhp endogen hormonproduktion. 
	↑
Svag/betinget anbefaling for








	
	
	

	1
	Der findes graviditetsrate på 40% efter ortotopisk transplantation
	+++ moderat

	2
	Live birth rate på 30% efter ortotopisk transplantation graviditet 
	+++ moderat

	3
	Heterotopisk transplantation er ikke vist at kunne gendanne fertiliteten
	++ lav

	4
	Ortotopisk og heterotopisk transplantation resulterer i endokrin funktion hos 95% af patienterne
	+++ moderat

	5
	Varigheden af endogen hormonproduktion ved heterotopisk transplantation er dårlig belyst
	++ lav N/A

	6
	Der findes ikke evidens der kan fastslå hvilken ortotopisk lokalisation der giver bedst ovariefunktion
	++ lav N/A




Gennemgang af evidens
Litteraturen baseres trods alt fortsat på et begrænset antal cases. Der er rapporteret ca. 360 autotransplantationer fra 21 forskellige lande over de sidste 20 år (Gellert 2018). Således er litteraturgennemgangen primært baseret på systematiske reviews inddragende publicerede case-reports og case-serier.

Ortotopisk transplantation 
Langt størstedelen af transplantationerne er ortotopiske, dog er der i litteraturen ofte manglende information om transplantationsstedet. Ved systematisk gennemgang findes 67% af transplantationerne at være er ortotopiske, yderligere 4% med samtidig heterotopisk transplantation. 
(Gellert). 95% af patienterne opnår genetablering af den endokrine ovariefunktion og hermed hormonproduktion efter autotransplantation (Gellert, Donnez 2017, Donnez 2018). Varigheden af vævets funktion er gennemsnitlig 4-5 år men kan vare op til 10 år (Donnez 2017, Jensen AK et al., 2015). Cirka halvdelen af de opnåede graviditeter er spontane.
Graviditetsraten findes at være 29-41%, og live-birth rate på 23-36% med eksponentiel stigning fra 2004 frem til nu (Donnez 2017, Beckmann 2018). Der findes ikke evidens der kan fastslå hvilken ortotopisk lokalisation der er den mest optimale i forhold til fertilitet (von Wollf 2018, Beckmann 2018). Nogle grupper argumenterer for en mulig forbedret vaskulariseng i peritoneallommer frem for atrofiske ovarier (Beckmann 2018), i mens andre argumenterer for ovariet som den foretrukne lokalisation i forhold til fertilitetschance på baggrund af et optimalt miljø for follikelmodning og større sandsynlighed for spontan ovulation.  (Gellert 2018). I Gellerts studie var halvdelen af de fødte børn spontant konciperede.

Heterotopisk transplantation
Der er begrænset data for heterotopisk transplantation (Pacheco 2017). Kun 5% bliver transplanteret isoleret heterotopisk ved 1. transplantation, og 15% ved 2. transplantation. Hormonproduktionen reetableres ved ortotopisk transplantation hos 95% af de transplanterede kvinder (Gellert 2018). Østrogen produktionen er beskrevet lavest ved subkutan transplantation (Bystrova 2019). Hvor længe hormonproduktionen er sufficient i det transplanterede væv er ikke sikkert belyst, da der mangler langtidsopfølgning specielt for heterotopisk transplanteret væv (Kim 2014). 
Xenotransplantation af humant ovarievæv til immunsvækkede mus viser bedre vævsoverlevelse og follikulær udvikling ved ortotopisk transplantation i forhold til heterotopisk (Abir 2003). Litteraturen understøtter at der findes nedsat follikelvækst ved hetorotopisk transplantation (Oktay 2004, Deemestere 2009, Bystrova 2019), og fertilitetsraten findes højere ved antrale follikler udtaget fra ortotopisk væv sammenlignet med heterotopisk væv (43% vs. 25%) (Greve 2012a). Formentlig er en vigtig årsag et suboptimalt miljø (temperatur, tryk, cytokiner, angiogenetiske faktorer og hormonelt) (Kim 2014).
Der er indtil videre kun publiceret en tvillingefødsel fra oocytter høstet fra heterotopisk væv (Stern et al. 2013+2014). 

Operationsmetode:
Flere operationsmetoder og teknikker er beskrevet i forhold til ortotopisk transplantation. Primært er der tale om laparoskopisk kirurgi evt. to trins, med eller uden robot eller mini-laparotomi (Donnez 2018, Oktay 2017, Oktay 2019). Den kirurgiske sværhedsgrad er beskrevet størst ved transplantation til ovariet. I mange studier er der insufficiente data om operationsmetode. Det er uvist hvilken metode der er bedst, og der foreligger ikke en internationalt vedtaget standard (Beckmann 2018, Beckmann 2019).
Det anbefales af mange at overveje og eventuelt udføre fertilitetsudredning samtidig med transplantationen i form af passageundersøgelse og hysteroskopi (Beckmann 2018, von Wollf 2018 ).





 PICO-spørgsmål 3: Hvad er den mest effektive måde at kryopræservere ovarievæv på? 	 

Problemstilling
Formålet med at nedfryse ovarievæv er at ”stoppe tiden”, så vævet kan opbevares og senere genindsættes, og det er derfor vigtigt at sikre en høj overlevelse og levedygtighed af vævet når det tøs. Nedfrysning af ovarievæv kan udføres på to måder; enten ved ’slow freezing’ eller ’vitrifikation’. ’Slow freezing’ er den ældste metode og inkluderer brugen af lave koncentrationer af kryoprotektanter i frysemediet og en lav nedfrysningsrate. Cellen/vævet afkøles meget langsomt - med et fald på 0,3ºC per minut - indtil det når den endelige opbevaringstemperatur på -196 ºC, hvorunder alle biologiske processer ophører inde i cellen. Hele processen tager 2-3 timer, hvorfor denne teknik kaldes "slow freezing". I modsætning hertil er ’vitrfikation’ en hurtig frysemetode, der bruger meget høje koncentrationer af kryoprotektanter i frysemediet og afkøler celler/væv så hurtigt til -196°C, at det bliver "glaslignende" eller "forglasede". I forhold til den kliniske erfaring med disse to nedfrysningsmetoder til humant ovarievæv, er ’slow freezing’ klart den mest brugte verden over, og ud af de over 100 børn født og publiceret i peer-reviewede artikler er langt de fleste født efter ’slow freezing’. Kun 5 børn er født efter ’vitrifikation’. ’Slow freezing’ anbefales derfor som den foretrukne metode til kyopræservering af ovarievæv, men det vides endnu ikke med sikkerhed om ’vitrifikation’ er lige så effektivt eller evt. bedre end ’slow freezing’.

Kliniske rekommendationer
	
	Anbefalinger
	Styrke

	1
	’Slow freezing’ er til dato den foretrukne teknik til nedfrysning af ovarievæv.
	↑↑
Stærk anbefaling for

	2
	Vitrifikation af ovarievæv kan ikke anbefales i Danmark pga. manglende erfaring.
	↑↑
Stærk anbefaling for



Resumé af evidens                                                                                                                               .



	
	
	Kvalitet

	1
	’Slow freezing’ af ovarievæv benyttes af langt de fleste centre og størstedelen af børn er født på baggrund af denne teknik. 
	+++
Moderat

	2
	Få centre har klinisk erfaring med brugen af ’vitrifikation’ og kun 5 fødsler er publiceret på verdensplan.
	++
Lav



Gennemgang af evidens

’Slow freezing’ er den metode der bruges af de fleste centre verden over til nedfrysning af ovarievæv (Rosendahl 2011, Donnez 2004, Gook 2005, Meirow 2007, Beckmann 2019). Protokollen er oprindeligt udviklet af David Baird og Roger Gosden i 1994 i en fåre-model (Gosden 1994). Typen af kryoprotektant i frysemediet varierer imellem de forskellige centre og inkluderer DMSO, ethylen glycol og propanediol, som har vist tilsvarende gode follikel-overlevelsesrater på humant ovarievæv efter kryopræservering og efterfølgende optøning (Newton 1996). ’Vitrifikation’ bruges kun rutinemæssigt i få centre (Donnez 2018, Kagawa 2009), og 5 børn er publiceret efter vitrifikation og optøning af ovarievæv (Donnez 2018, Kawamura 2013. Suzuki 2015). Derimod er over 100 børn på verdensplan publiceret efter ’slow freezing’ og i rutinemæssig praksis anbefales derfor brugen af ’slow freezing’ til nedfrysning af ovarievæv (Beckmann 2019, Rodriguez-Wallberg 2016).
Hvilken metode, der er bedst, til at nedfryse ovarievæv vides endnu ikke. Men til dato er der flest studier der peger på at ’slow freezing’ er ideel (Dalman 2017, Fabbri 2016, Lee 2019, Locatelli 2019, Isachenko 2009, Shi 2017), og flere kliniske data efter ’vitrifikation’ af ovarievæv afventes. 
I Danmark er ’slow freezing’ af ovarievæv blevet brugt siden OTC blev indført klinisk i 1999, og alle danske babyer er født efter nedfrysning med denne metode. Fornyligt blev det vist, at follikeloverlevelsen i tøet ovarievæv i den danske kohorte ligger stabilt omkring 84% imellem patienterne og over tid (Kristensen 2018), hvilket er betryggende og viser, at metoden er robust og reproducerbarheden er høj. ’Vitrifikation’ af ovarievæv er ikke blevet testet i Danmark, og det vides ikke om teknikken er i stand til at understøtte samme succesrater/effektivitet i forhold til ’slow freezing’.




 PICO-spørgsmål 4: Kan GnRHa behandling under kemoterapi nedsætte den ovarielle skade? 	

Problemstilling
Co-behandling med GnRHa samtidigt med kemoterapi virker ved at blokere endogen GnRH-pulsatilitet og derved inducere en hypogonadal tilstand, men den ovariebeskyttende virkningsmekanisme er endnu ikke fuldstændigt klarlagt Der er adskillige teorier i forhold til kemoterapi-induceret ovarieskade, nogle mere velundersøgt end andre. Formentlig er virkningen såvel direkte som indirekte. Det har været anfægtet, at behandling med en GnRHa samtidigt med kemoterapi kan nedsætte den ovarielle skade og føre til færre tilfælde af POI og flere graviditeter hos præmenopausale kvinder med kræft.

Kliniske rekommendationer
	
	Anbefaling
	Styrke

	1
	Kvinder i fertil alder med brystkræft bør tilbydes co-behandling med en GnRHa under kemobehandling
	↑↑
Stærk anbefaling for

	2
	Kvinder i fertil alder med lymfom bør tilbydes co-behandling med GnRHa under kemobehandling
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	3
	Kvinder i fertil alder med en benign lidelse, der kræver behandling med gonadotoksisk kemoterapi bør tilbydes co-behandling med GnRHa under kemobehandling
	↑
Svag/betinget anbefaling for


Resumé af evidens
	1
	Co-behandling med GnRHa nedsætter risikoen for POI hos  brystkræft ptt.
	++++
Høj kvalitet

	2
	Co-behandling med GnRHa nedsætter risikoen for POI hos lymfom patienter
	+++ 
Moderat kvalitet

	3
	Co-behandling med GnRHa nedsætter risikoen for POI hos patienter med en benign lidelse, der skal have kemoterapi (SLE)
	+++
Moderat kvalitet



Gennemgang af evidens
Adskillige metaanalyser og reviews beskriver signifikant lavere POI rater hos patienter i co-behandling med GnRHa, gruppen sammenlignet med patienter der udelukkende fik kemoterapi.
Brystkræft.
Der eksisterer 2 store randomiserede studier på hhv. 257 og 281 kvinder med brystkræft. I begge studier fandt man en signifikant lavere incidens af POI hos de patienter, der modtog behandling med GnRHa samtidigt med kemoterapi. I POEMS-studiet indgik 257 kvinder med østrogenreceptor negativ brystkræft (Moore et al., 2015) med en follow-up tid på 2 år efter sidste kemo. Primary end point var ophør af menstruation i 6 måneder op til follow-up periodens ophør. Man fandt en POI rate på 8% i GnRHa-gruppen mod 22% i kun kemoterapi-gruppen (OR 0,30).  I PROMISE-GIM6 studiet indgik 281 kvinder med stadium I-III østrogenreceptor positiv og -negativ brystkræft (Del Mastro et al., 2011). Primary end point var POI defineret som amenoré og FSH-værdier i post-menopausalt niveau 12 mdr efter sidste kemo. I gruppen, der modtog GnRHa fandt man en POI incidens på 8,9% mod 25,9% i gruppen, der kun fik kemo. En senere opgørelse over samme gruppe patienter men med en længere follow-up tid (7,3 år) viste et 5-årigt kummulativ incidens estimat for menstruation på 72,6% i GnRHa-gruppen og 64% i kontrolgruppen, som kun fik kemo (hazard ratio 1,28 [95% CI, 0,98-1,68]; P = 0,07; age-adjusted HR, 1,48[95% CI, 1,12-1,95]; P = 0,006) (Lambertini et al., 2019). Flere metaanalyser viser, at co-behandling med en GnRHa nedsætter incidensen af POI efter behandling med kemoterapi for brystkræft (Munhoz et al., 2016, Senra et al., 2018; Hickmann et al., 2018). 
Lymfomer (Hodgkin og Non-Hodgkin)
Hvad angår patienter med hæmatologiske kræftformer er der divergerende resultater.  En meta-analyse af i alt 434 patienter med lymfomer viste en lavere incidens af POI hos de patienter, der blev behandlet med GnRHa samtidigt med kemo (OR = 0,32, 95% CI 0,13-0,77) samtidigt med en lavere gennemsnitlig FSH-værdi (mean difference = -11,73, 95% CI, -22,25- -1,20) og højere AMH-værdi (mean difference = 0,80, 95% CI, 0,61-0,98) efter endt behandling omend follow-up tiden ikke blev angivet (Zhang et al., 2013). Men der er også studier, der viser det modsatte. Demeestere udførte et randomiseret studie på 129 kvinder med lymfom med en follow-up tid på helt op til 7 år (Demeestere et al., 2016). Her påvistes ikke en beskyttende effekt af co-behandling med GnRHa hvad angik senere risiko for POI. En meta-analyse, hvori indgik 109 patienter med lymfomer, kunne heller ikke påvise en gavnlig effekt af GnRHa behandling hos patienter med lymfomer, om end forfatterne anerkender, at studierne, der indgik, var små og patienterne som udgangspunkt fik en mere gonadotoksisk behandling end f.eks. brystkræft patienter (Senra et al., 2018).
Benigne lidelser
Ben-Aharon et al. viste i deres metaanalyse, at GnRH-agonister også nedsætter risikoen for POI hos patienter med SLE, der fik cyklophosphamid (Ben-Aharon, 2010).
Graviditet
Moore et al. påviste i POEMS studiet, at signifikant flere patienter i GnRHa-gruppen efter endt behandling blev gravide, sammenlignet med kemoterapi-gruppen sv.t. 21% vs 11% (Moore,  2015). Munhoz et al. fandt lignende resultater i deres metaanalyse (OR=1,85)(Munhoz, 2016) . Wong et al. fandt i deres studie, at 71% af de GnRH-behandlede patienter der ønskede graviditet, opnåede dette (Wong,  2013)



 Supplerende emneområder
1. Afgrænsning/definition af målgruppen. Hvem skal tilbydes fertilitetsbevaring?
Kemoterapi har en negativ effekt på ovarierne, både akut under behandlingen og på længere sigt. Den akutte skade skyldes, at de modne follikler destrueres, hvilket resulterer i amenoré. Den mere langvarige skade opstår som følge af en reduktion i antallet af primordial follikler, som enten kan være direkte på selve oocytten eller indirekte ved at skade granulosa cellerne, der omgiver oocytten eller de blodkar og bindevævsceller, som forsyner primordial folliklen (Morgan et al., 2012). Graden af skade afhænger af type kemoterapi, der anvendes, dosis, alder og patientens ovariereserve på behandlingstidspunktet. Stråleterapi er meget skadeligt for ovarierne. Dette gælder såvel den direkte bestråling som ses ved abdominal stråleterapi, kraniel bestråling samt helkropsbestråling i forbindelse med KMT (knoglemarvstransplantation). Målgruppen er således piger/kvinder med kræft, men også piger/kvinder med en alvorlig benign sygdom, der kræver behandling med kemoterapi eller anden gonadotoksisk behandling. Sidstnævnte gruppe kunne være patienter med alvorlige anæmier, der skal behandles med KMT, patienter med alvorlige autoimmune lidelser samt patienter med neurologiske eller rheumatologiske sygdomme.
En anden gruppe patienter, hos hvem man bør overveje FB er unge kvinder med genetiske tilstande såsom Turner patienter samt patienter med Fragilt X eller BPES

Kliniske rekommendationer

	
	Anbefaling
	Styrke

	1
	Kvinder, der skal i behandling med alkylerende kemoterapi, abdominal stråleterapi eller KMT bør tilbydes fertilitetsbevaring
	↑↑
Stærk anbefaling for

	2
	Piger, der skal i behandling med højdosis alkylerende kemoterapi, abdominal bestråling eller KMT bør tilbydes fertilitetsbevarende behandling
	
· God praksis



Resumé af evidens                                                                                                                               .

	
	
	Kvalitet

	1
	Kvinder, der skal i alkylerende behandling, er i risiko for POI afhængigt af alder, dosis og ovariereserve
	+++
Moderat

	2
	Kvinder, der skal i behandling med non-alkylerende kemoterapi, er i risiko for POI
	++
Lav

	3
	Piger, der skal i alkylerende behandling, er i risiko for POI
	++
Lav

	4
	Piger og kvinder, der skal knoglemarvstransplanteres, er i risiko for POI
	+++
Moderat



Gennemgang af evidens
Af indlysende årsager foreligger der ikke randomiserede kliniske forsøg af høj kvalitet. Evidensgrad og anbefalinger er således baseret på de kohorte studier og case reports, der findes indenfor emnet. Behandling med alkylerende stoffer har vist sig at være mere skadelig for ovarierne end behandling med andre typer kemoterapi (Meirow, 2000). Alkylerende kemoterapi udgøres af præparater som cyklofosfamid, busulfan og dacarbazin. Disse præparater indgår ofte i de kombinationsbehandlinger, som moderne kræftbehandling udgøres af. Således ser man nedsat fertilitet indenfor mange forskellige kræftdiagnoser efter endt, vellykket behandling (Anderson et al., 2018). Andre kombinationsbehandlinger har en meget lille eller ikke-eksisterende negativ indflydelse på ovariefunktionen. Dette gælder for eksempel behandling med ABVD for Hodgkins lymfom eller behandling med metotrexat eller 5-Flourouracil (Schüring et al., 2018). Stråleterapi er meget skadeligt for ovarierne. Den dosis, der skal til, for at medføre permanent sterilitet falder med alderen, således ophører ovariefunktionen hos en 10-årig ved doser op til 18 Gy, en 20-årig 16,5 Gy og en 30-årig 14 Gy (Wallace el al., 2005). Kraniel bestråling forstyrrer hypothalamus-hypofyse-gonade aksen; således vil doser > 50 Gy forårsage hypogonadisme hos de fleste (Gleeson og Shalat, 2005). Patienter, der skal knoglemarvstransplanteres, er i meget høj risiko for permanent ovarieskade. Dette skyldes den prækonditionerende behandling med højdosis kemoterapi med alkylerende stoffer +/- helkropsbestråling. Risikoen er størst hos dem, der modtager helkropsbestråling samt kemoterapi med Busulfan (Borgmann-Staudt et al., 2012). Bestrålede uteri risikerer permanent skade såvel på endometriet som myometriet, hvilket bl.a. kan forårsage øget risiko for 2. trimester abort, præterm fødsel, for tidlig vandafgang, svækket ve-arbejde samt atoni efter fødslen. Sker bestrålingen før 


puberteten er risikoen størst. Graviditet må frarådes ved doser > 25 Gy hos den præ-pubertale pige samt doser > 45 Gy hos en voksen kvinde (Schüring et al., 2018).
Børn, dvs. præ-pubertale piger, udgør en særlig gruppe kræftpatienter, idet deres risiko for POI ikke er så stor som voksne kvinders. Dette skyldes formentlig deres høje ovariereserve, om end andre mekanismer ikke kan udelukkes. The US Childhood Cancer Survivor Study (CCSS) er et stort register studie, hvori indgik > 10.000 børnecancer overlevere og deres raske søskendekontroller. Dette studie viste, at kun de piger, der fik højdosis alkylerende behandling med cyklophosphamid eller Busulfan havde en nedsat fertilitet senere i livet i forhold til deres søstre, som ikke fik behandling (Chow et al., 2016). 

2. Hvilken fertilitetsbevarende metode foretrækkes og hvorfor?
Problemstilling
I Danmark tilbydes aktuelt flere muligheder for fertilitetsbevarende behandling til piger/kvinder, hvor ovariefunktionen er truet enten på baggrund af sygdomme eller forestående gonadotoxisk behandling. De enkelte tiltag kan kombineres indbyrdes og det endelige valg af fertilitetsbevarende metode beror på en individuel vurdering baseret på flere faktorer inkluderende tid til start af gonadotoxisk behandling, risiko for POI, alder, ovariereserve, tilstedeværelse af dissemineret sygdom, typen af cancer, tilstedeværelse af partner, vurdering af eventuelle kontraindikationer mod hormonterapi eller operation, samt eventuel stråledosis mod uterus.
Denne guideline omfatter de gængse fertilitetsbevarende tiltag, der aktuelt tilbydes på de fertilitetsbevarende enheder i Danmark. 

Kliniske rekommendationer

	
	Anbefaling
	Styrke

	1
	IVF med vitrifikation af embryoner eller oocytter er førstevalg til seksuelt aktive kvinder >18år, hvis tiden tillader det (10-17 dage) og der ikke findes kontraindikationer for hormonbehandling 
	↑ ↑ (stærk anbefaling for)

	2
	Kryopræservering af ovarievæv kan tilbydes piger og kvinder < 35år, med moderat-høj risiko for POI (>50%), hvor IVF ikke er en mulighed og såfremt der ikke er mistanke om disseminieret sygdom*
	↑ ↑

	3
	Kryopræservering af ovarievæv kan tilbydes kvinder >35 år efter individuel vurdering af ovariereserve, såfremt denne skønnes at ligge højere end forventet
	↑ (Svag anbefaling for/GCP)

	4
	Kryopræservering af ovarievæv bør ikke tilbydes ved lav ovariereserve (AMH<5)
	GCP

	5
	Transponering af ovarier bør overvejes ved forventet total stråledosis mod det lille bækken på > 5 GY 
	↑ ↑ 

	6
	Medicinsk ovarie beskyttelse med GnRH analoger kan tilbydes postpubertale kvinder med brystkræft
	↑↑


*Kvinder/piger med leukæmi bør informeres om at vi som udgangspunkt ikke aktuelt tilbyder autotransplantation af ovarievæv ved disse kræftformer pga øget risiko for reintroduktion af maligne celler via vævet.

Gennemgang af evidens


IVF/ICSI med totalfrys af oocytter eller embryoner.
IVF med totalfrys af embryoner er til dato den mest veletablerede metode til fertilitetsbevaring i Danmark hos post-pubertale, seksuelt aktive kvinder (>18år) (Oktay 2018). Metoden kan dog kun tilbydes såfremt tiden til opstart af gonadotoksisk behandling er mindst to uger og kvinden har en partner, eller er villig til at anvende donorsæd. Alternativt kan tilbydes totalfrys af oocytter, der er rapporteret at være ligeværdig med embryonfrys i fertilitetsbevarende øjemed (Rienzi 2015, Druckenmiller 2016). Ved valg mellem embryon eller oocytfrys bør indgå overvejelser om lokale forskelle i succesraten ved de to metoder, samt juridiske forhold som at embryoner er fælleseje og derfor skal kasseres hvis parret går fra hinanden. 
Succesraten i form af opnået graviditet og live birth efter IVF med totalfrys er afhængig af kvindens alder og ovariereserve på behandlingstidspunktet (Doyle 2016, Law 2019, Goldman 2017). Kvinden bør ved den fertilitetsrådgivende samtale oplyses om den forventede succesrate graviditetschance ud fra alder og ovariereserve med forventet antal æg.
I de fleste tilfælde tillader tiden kun en enkelt IVF behandling. IVF kan opstartes både i follikulær og lutealfase (von Wolff 2016). Man kan overveje dobbelt stimulation, hvis tiden tillader det (ca 3-4 uger).
Såfremt der ikke findes kontraindikationer for hormonstimulation[footnoteRef:1], betragtes IVF med totalfrys som førstevalg til kvinder med moderat til lav risiko for POI, samt til 36-40-årige (oftest for gamle til at få kryopræserveret et ovarium). Kvinder med brystkræft bør behandles med antiøstrogen behandling under stimulation. Se afsnit om stimulation af patienter med brystkræft. [1: ] 


Kryopræservering af ovarievæv (OTC).
OTC kan tilbydes kvinder med moderat til høj risiko for POI (>50%), samt hvor der ikke er tid til at gennemgå IVF med totalfrys (9). OTC anses som det eneste fertilitetsbevarende tilbud til piger og unge kvinder <18 år. Proceduren kan, afhængig af kapaciteten på operationsgangen, planlægges fra dag til dag og kan som oftest gennemføres inden for en uge.
Succesraten ved behandlingen afhænger af kvindens alder og ovariereserve på behandlingstidspunktet (von Wolff 2018, Diaz-garcia 2018). Da graviditetschancen efter autotransplantation synes lav hos kvinder ældre end 35 år på tidspunktet for OTC, anbefales behandlingen som udgangspunkt ikke til kvinder >35 år (von Wolff 2018, Diaz-Garcia 2018).  Hos kvinder >35 år kan OTC overvejes, hvor IVF ikke er en mulighed, eller der ved individuel vurdering findes en ovariereserve, der overstiger den forventede alderssvarende ovariereserve bedømt ved AMH. OTC ved lav AMH (AMH<5) bør normalt kun udføres, hvis det er patientens eneste behandlingsmulighed. Kvinden bør ved alder >35år og lav AMH informeres om forhøjet risiko for svigtende endokrin funktion af vævet efter autotransplantation. 
Ved autotransplantation af ovarievæv er der potentiel risiko for reintroduktion af maligne celler via det transplanterede væv. Risikoen for ovariemetastaser bør derfor indgå i vurderingen af hvem der kan tilbydes OTC. Risikoen for ovariemetastaser ved forskellige sygdomskategorier fremgår af tabel 1 (von Wolff 2018, Dolmans 2013). Generelt fraråder man OTC hos kvinder med dissemineret sygdom, og kvinder med høj risiko for ovariemetastaser skal oplyses om, at vi endnu ikke anbefaler autotransplantation, og at brugen af det frosne væv forudsætter udviklingen af endnu eksperimentelle metoder såsom udvikling af kunstige ovarier, xenotransplantation eller in vitro modning (ivG) af primordialfollikler (von Wolff 2018).
Patienter der tilbydes OTC skal informeres om operationen og risikoen for komplikationer, der kan medføre risiko for udskydelse af kemo/stråleterapi. Der må ikke være kontraindikationer mod fuld bedøvelse eller operation.

Ovarietransposition
Bør overvejes ved planlagt bestråling >5 GY mod det lille bækken inkl. ovarierne (Oktay 2018, von Wolff 2018). 
Medicinsk beskyttelse af ovarier med GnRH analog
Bør kun tilbydes i kombination med andre fertilitetsbevarende tiltag hos udvalgte patientgrupper, eller hvis det ikke er muligt at tilbyde andre fertilitetsbevarende tiltag. Se afsnit om brug af GnRH analoger under kemobehandling.

Øvrige overvejelser
Patienter henvist til fertilitetsbevarende rådgivning bør altid oplyses om at de forskellige tiltag ikke indebærer nogen garanti for den fremtidige fertilitet og for at opnå og gennemføre en graviditet. De bør samtidig oplyses om muligheden for ægdonation som alternativ til at bruge egne æg.
Stråleterapi mod uterus
Helkropsbestråling ned til 12 GY hos voksne kan medføre varig skade på uterus med nedsat chance for at opnå og gennemføre en graviditet pga. øget risiko for aborter, PPROM, placentær dysfunktion og IUGR (Wo 2009, Signorello 2010, Teh 2014).  Ved direkte bestråling mod uterus >25GY hos børn og >45GY hos voksne kan graviditet ikke anbefales (17).

Tabel 1 Sammenlingning af fertilitetsbevaringsmetoder
	
	IVF*4 – oocytfrys
	IVF - embryonfrys
	Ovariefrys*3
	Transponering*1
	GnRHa*2

	Risiko for POI
	Alle
	Alle
	Moderat-høj
	Moderat-høj
	Alle

	Alder
	18<41 
	18<41
	<35
	Alle
	Postpubertal 

	AMH
	 
	
	>5
	Alle
	Alle 

	Tid
	Min 2 uger
	Min 2uger
	Alle
	Alle
	Alle <1uge

	Sexuel debut
	Ja
	Ja
	Uden betydning
	Uden betydning
	Uden betydning

	Partner
	Uden betydning
	Ja
	Uden betydning
	Uden betydning
	Uden betydning

	Dissimineret sygdom
	+
	+
	-
	+
	+


*1Bestråling >5GY mod det lille bækken
*2Gælder for brystkræft, ingen gode undersøgelser for andre cancertyper
*3Eksperimentelt hos kvinder med leukæmi
*4Brystkræft, kun til primært opererede patienter



3. Hvad er den ideelle stimulationsprotokol til brystkræft patienter?
Kvinder med brystkræft udgør den største gruppe af de kvinder, der tilbydes fertilitetsbevarende behandling i Danmark. 80% af unge kvinder < 40 år vil have en østrogenreceptor følsom brystkræft. Dette stiller specielle krav til stimulationsprotokollen i forbindelse med IVF. Afhængig af tumors størrelse, udbredning og kvindens alder vil et typisk behandlingsforløb for præmenopausale kvinder med brystkræft være primær operation efterfulgt af kemoterapi ca. 4 uger efter operationen. Dette frigiver tid til at gennemføre en IVF-behandling mhp. kryopræservering af embryoner/blastocyster eller vitrifikation af oocytter eller duostimulation. Kvinder med østrogenreceptor positiv brystkræft bør tilbydes anti-østrogen behandling i forbindelse med stimulationen.

Kliniske rekommendationer

	
	Anbefaling
	Styrke

	1
	Hormonstimulation i forbindelse med IVF er sikkert hos kvinder med brystkræft uanset østrogenreceptor status
	↑↑
Stærk anbefaling for

	2
	IVF kan påbegyndes i follikulær- såvel som lutealfasen med samme udbytte
	↑↑
Stærk anbefaling for

	3
	Triggering med en GnRHa nedsætter risiko for OHSS og har samme eller bedre udbytte hvad angår antal modne oocytter, fertiliseringsrate og embryoner
	↑↑
Stærk anbefaling for

	4
	DuoStim kan tilbydes, hvis der er tid nok, for at øge antallet af oocytter/embryoner
	God praksis



Resumé af evidens
	
	
	Evidensgrad

	1
	Hos kvinder med Ø2-receptor positiv brystkræft er der samme recidivrate og overlevelse som i en kontrolgruppe, hvis der samtidigt med rFSH/hMG gives Tamoxifen eller Letrozol
	+++
Moderat Lav kvalitet

	2
	IVF startet i lutealfase giver samme udbytte hvad angår antal modne oocytter, fertiliseringsrate og antal embryoner som IVF startet i tidlig follikulærfase
	+++
Moderat kvalitet

	3
	Kvinder med brystkræft bør trigges med GnRH-analog
	++
Lav kvalitet



Hormonstimulationsprotokoller til brystkræft patienter.
Påtænker man nedfrysning af oocytter/embryoner som led i fertilitetsbehandling inden kemoterapi, kan kvinden tilbydes en kort antagonist protokol, idet denne oftest kan gennemføres indenfor 2 uger. Såvel rFSH som hMG eller corifollitropin alfa kan anvendes til follikelmodning. For at sikre den laveste koncentration af østradiol under selve stimulationen bør kvinder med en østrogenreceptor positiv brystkræft starte på antiøstrogen behandling samtidigt med selve hormonstimulationen og frem til ovulationsinduktion. Såvel Tamoxifen (Meirow et al., 2014) som Letrozol (Oktay et al., 2006) kan anvendes, om end Letrozol i Danmark ikke er godkendt til fertilitetsbehandling og derfor skal ordineres off label. Co-behandling med aromatase-inhibitor (Letrozol) har vist sig at nedsætte østradiol niveauet under stimulationen samt reducere totaldosis af gonadotropiner anvendt. Tamoxifen nedsætter ikke østradiol niveauet, men virker ved at binde sig til østrogenreceptorer i forskellige væv, herunder brystet, således blokerende østrogenmolekylerne. For at forhindre præmatur ovulation gives antagonist, når de største follikler er >12-14 mm. Som ovulationsinduktion bør en GnRH-agonist foretrækkes, idet dette giver flere metafase II oocytter og embryoner sammenlignet med hCG og ligeledes nedsætter østradiol niveauet samt risikoen for OHSS (Oktay et al., 2010).


Hvornår i cyklus kan IVF startes?
I princippet kan hormonstimulation starte når som helst kvinden præsenterer sig i cyklus. Man er således ikke afhængig af at vente på, at menstruationen indtræffer, hvilket ville kunne udsætte kemoterapibehandlingen. Præsenterer kvinden sig lige før forventet menstruation eller i den tidlige follikulærfase, kan stimulationen påbegyndes dag 2-3 som ved vanlig IVF. Men man kan også starte stimulation i lutealfasen (von Wolff et al., 2009). Isåfald gives antagonist samtidigt med rFSH/hMG for at inducere luteolyse. Menstruationen vil oftest indtræffe under stimulationsbehandlingen, hvilket er uden betydning, da man ikke er afhængig af et receptivt endometrium efter aspiration. Studier har vist, at IVF i lutealfasen giver samme resultater hvad angår antallet af aspirerede oocytter, andel af modne oocytter, fertiliseringsrate samt antal embryoner som konventionel start (Cakmak et al., 2013)
Duo-stimulation.
Hvis der er tid til det, kan kvinden tilbydes duo-stimulation for at øge antallet af oocytter/embryoner. Man skal påregne, at en duo-stimulation tager ca. 4 uger. Ved duo-stimulation venter man ikke på, at menstruationen indtræffer, førend man påbegynder den anden stimulation, hvilket afkorter tidsforbruget væsentligt. Protokollen kan således tilbydes kvinder med brystkræft, hvor kemoterapibehandlingen godt kan afvente 4 uger fra stimulationsstart. Protokollen er med fordel anvendt til standard IVF-patienter med en lav ovariereserve (Alsbjerg et al., 2019), men kan også tilbydes kvinder med brystkræft (Tsampras et al., 2017). I sidstnævnte studie blev 10 patienter med kræft (6 af disse havde brystkræft) tilbudt duo-stimulation umiddelbart efter diagnosetidspunktet og før kemoterapi. Samme antal oocytter blev aspireret ved hver stimulation. Første stimulation varede fra 9-14 dage; anden stimulation fra 10-17 dage. Første stimulation kan startes enten i follikulærfasen eller i lutealfasen, og anden stimulation på aspirationsdagen eller 1-4 dage efter. Et studie, hvori indgik 43 fertilitetspatienter med lav ovariereserve, viste samme andel af euploide blastocyster ved første såvel som anden stimulation efter PGT-A (Ubaldi et al., 2016).
Risiko for recidiv og langtidsoverlevelse
Retrospektive studier over kvinder med brystkræft, der har gennemgået IVF, har ikke kunnet på vise nogen øget risiko hverken, når man kigger på recidivrisiko eller 5-års overlevelse. I et stort prospektivt studie af 337 kvinder med stadium I-III brystkræft valgte 120 at gennemgå IVF som led i fertilitetsbevaring, mens de resterende 217 ikke modtog IVF og tjente som kontrolgruppe (Kim et al., 2016). Den gennemsnitlige follow-up tid var 5 år i IVF gruppen og 6,9 år i kontrolgruppen. Stimulationsprotokollen inkluderede Letrozol uafhængigt af østrogenreceptor status. Recidivraten og overlevelsen i follow-up perioden var ikke statistisk signifikant forskellige de to grupper imellem. Selv blandt de kvinder, der gennemgik IVF før brystoperationen, fandt man den samme recidivrate og overlevelse, om end denne gruppe var lille (N=14).

4. Hvordan stimulerer vi bedst kvinder med autotransplanteret ovarievæv?
Der foreligger meget få studier omkring stimulation af kvinder med kryopræserveret ovarievæv, hvorfor der ikke kan drages evidensbaserede konklusioner omkring den bedste protokol til denne type patienter.





	Kliniske rekommendationer
	Styrke

	Kvinder med autotransplanteret ovarievæv kan behandles i henhold til anbefalinger for poor responders
	
√ God praksis



På verdensplan er ca. en tredjedel af de børn, der fødes efter autotransplantation af ovarievæv undfanget vha. fertilitetsbehandling, mens ca. halvdelen undfanges spontant (1). For de resterende er undfangelsesmetoden uoplyst. I et nyligt review baseret på 20 studier, inkluderende i alt 40 kvinder i fertilitetsbehandling efter autotransplantation af ovarievæv, fandt man en live birth rate på 10.3% (22 børn inkl en tvillingegraviditet) og en graviditetsrate på 14.4% per behandling, samt en graviditets rate på 32.2% per embryotransfer (2).  Det mediane antal behandlinger per kvinde var 4 cykli, med et mediant antal follikler og oocytter på hhv 1.5 (n=0-5) og 1 (n=0-8) per cyklus. Størstedelen af kvinderne blev behandlet i modificeret naturlig cyklus udelukkende med ovulationsinduktion (47%), mens 20% fik mild ovariestimulation med lave FSH doser kombineret med Clomifen eller Letrozol. COS med kort antagonist protokol blev brugt i ca. 30% af behandlingerne, mens lang agonist protokol kun blev brugt i 2% af behandlingerne.  Studiet havde ikke styrke til at sammenligne outcome af de forskellige behandlingsregimer mod hinanden.
Der er ikke konsensus om, hvor længe man bør afvente spontan graviditet før initiering af fertilitetsbehandling. I Israel påbegyndes fertilitetsbehandling så snart vævet er slået an, for at udnytte den større follikelpool, der findes umiddelbart efter transplantationen (3), mens man andre steder i verden inkl. Tyskland, Belgien, USA og Danmark tillader at afvente forekomst af spontan graviditet i op til et år efter autotransplantation før fertilitetsbehandling initieres, hvormed man også kan mindsker andelen af kvinder der vil have behov for intervention (2). 
Generelt synes behandlingsoutcome hos kvinder med autotransplanteret ovarievæv at kunne sammenlignes med poor responders i henhold til Bologna kriterierne, eller gruppe 3 og 4 i henhold til Poseidon klassifikationen (4-6). Der foreligger dog endnu ingen specifikke studier af hvad der er den mest optimale behandling af kvinder med autotransplanteret væv og guideline-gruppen kan derfor ikke komme med nogen specifikke anbefalinger på området. 

5. Hvordan minimerer vi risikoen for recidiv ved autotransplantation?	 Problemstilling
Langt størstedelen af patienter, som får kryopræserveret ovarievæv i fertilitetsbevarende øjemed, har en malign sygdom. For at undgå de skadelige virkninger af kemo- og stråleterapi udtages ovariet normalt inden behandlingen påbegyndes. Dette betyder, at det ikke kan udelukkes, at maligne celler fra den originale cancer kan være tilstede og levedygtige, når det frosne ovarievæv optøs og transplanteres tilbage til den raske patient. Tilstedeværelsen af ​​sådanne celler i det kryopræserverede væv udgør derfor en potentiel risiko for et generaliseret eller lokalt recidiv, hvis ovarievævet autotransplanteres. Fertilitetsbevaring tilbydes dog normalt kun til patienter med en relativt stor chance for langvarig overlevelse, og disse patienter vil typisk have en lavstadie cancer med begrænset sygdom og en minimal risiko for disseminering og ovariemetastaser. En undtagelse er dog leukæmi, som er en sygdom i blodet og derfor må antages at være til stede i alt væv.
For at forbedre sikkerheden af proceduren er det derfor vigtigt at tage hensyn til risikoen for ovariemetastaser indenfor de forskellige cancer-typer samt mulighederne for at påvise tilstedeværelse af maligne celler i det kryopræserverede ovarievæv inden transplantation ved brug af histologi, immunohistokemiske farvninger, molekylære analyser og dyreforsøg (xenotransplantation af kryopræsereret humant ovarievæv til immundeficiente mus i 5 måneder). 

Kliniske rekommendationer
	
	
	

	1
	Kvinder med en tidligere brystkræft diagnose (stadie I-III) kan tilbydes autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv med minimal risiko for recidiv grundet vævet.
	↑↑
Stærk anbefaling for

	2
	Kvinder tidligere diagnosticeret med sarkomer og Hodgkin’s lymfom kan tilbydes autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv med minimal risiko for recidiv grundet vævet.
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	3
	Kvinder tidligere diagnosticeret med Non-Hodgkin’s lymfom, avanceret brystkræft og mave-tarm-kræft kan tilbydes autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv med et vist forbehold for en moderat risiko for recidiv grundet vævet.
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	4
	Det kan eventuelt overvejes at tilbyde kvinder med en tidligere leukæmi diagnose autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv, hvis de var i komplet remission da vævet blev udtaget, og eksperimentelle studier viser minimal risiko for recidiv.
	↓
Svag/betinget anbefaling imod

	5
	Det kan ikke anbefales at autotransplantere kryopræserveret ovarievæv fra kvinder med en tidligere ovariecancer.
	↑
Svag/betinget anbefaling for

	6
	Det anbefales at udføre histologiske undersøgelser, immunohistokemiske farvninger, molekylærbiologiske analyser og/eller dyreforsøg af kryopræserveret ovarievæv forinden autotransplantation ved diagnoser, hvor risikoen for recidiv anses for at være høj; heriblandt leukæmi, neuroblastoma, Burkittʼs lymfom og ovarietumorer.
	↑
Svag/betinget anbefaling for




Resumé af evidens                                                                                                                           .


	
	
	Kvalitet

	1
	Kvinder med lavstadie brystkræft har en lav risiko for overførsel af maligne celler fra kryopreserveret væv ved autotransplantation
	+++
Moderat

	2
	Kvinder med sarkomer og Hodgkin’s lymfom har en lav risiko for overførsel af maligne celler fra kryopreserveret væv ved autotransplantation
	++
Lav

	3
	Kvinder med Non-Hodgkin’s lymfom, avanceret brystkræft eller mave-tarm-kræft har en moderat risiko for overførsel af maligne celler fra kryopreserveret væv ved autotransplantation 
	++
Lav

	4
	Kvinder med leukæmi har en høj risiko for overførsel af maligne celler fra kryopreserveret væv ved autotransplantation
	+++
 Moderat




Gennemgang af evidens
Evidensgrad og anbefalinger for dette område er udelukkende baseret på kohorte studier og case reports.  Overordnet set, har en række af eksperimentelle studier vist at blodbårne kræftformer og cancere i ovariet udgør de største risici for overførsel og re-introduktion af malignitet fra det kryopræserverede væv ved autotransplantation (Dolmans 2018). Klinisk data har dog vist, at ud af 230 patienter med en malign sygdom fik 9 patienter et recidiv efter autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv, hvoraf det i 8 af tilfældene kunne udelukkes at recidivet var direkte relateret til det transplanterede ovarievæv (Gellert 2018). Samlet set tyder det på, at risikoen for recidiv i langt de fleste patientgrupper er lav og formentlig afhængig af stadiet af sygdommen på tidspunktet for kryopræservering. Risikoen for overførsel af maligne celler ved autotransplantation og herved recidiv anses for værende lav for brystkræft (stadie I-III), Hodgkinʼs lymfom, osteosarkom og non-genital rhabdomyosarkom, moderat for brystkræft (stadie IV), mave-tarm-kræft, endometrial carcinoma, cervical adenocarcinoma, non-Hodgkinʼs lymfom og Ewingʼs sarkom, og høj for leukæmi, neuroblastoma, Burkittʼs lymfom og ovarietumorer (Dolmans 2018, Kyono 2010). I de grupper af patienter med en høj risiko for overførsel af maligne celler bør en vis andel af det kryopræserverede væv testes med histologi, molekylære markører og i langvarige dyreforsøg før eventuel transplantation kan overvejes. I de følgende afsnit har vi listet risici og evidens indenfor udvalgte diagnose-grupper.

Brystkræft
Forekomsten af ovariemetastase hos brystkræftpatienter kan variere fra 13,2% til 37,8%, men observeres hyppigere i tilfælde af avanceret brystkræft (Dolmans 2013, Sanchez-Serrano 2009). Sanchez-Serrano et al., 2009 og Rosendahl et al., 2011 analyserede frosset-tøet ovariecortex biopsier fra henholdsvis 63 og 51 brystkræftpatienter. Ingen af studierne var i stand til at påvise tilstedeværelsen af maligne celler i det kryopræserverede ovarievæv ved histologiske og immunohistokemiske analyser (Rosendahl 2011, Luyckx 2013). Autotransplantation af frosset-tøet ovarievæv ser ud til at være sikker hos patienter med tidlig stadie brystkræft, hvilket bekræftes af klinisk data hvor der ikke er nogen forekomst af recidiv grundet transplanteret væv i disse patienter (Gellert 2018). 
Ved avanceret brystkræft kan risikoen for ovariemetastaser dog ikke udelukkes. Luyckx et al., 2013 analyserede kryopræserveret ovarievæv fra 13 patienter med avanceret brystkræft. Histologiske og immunohistokemiske analyser viste ingen tegn på maligne celler i vævet og ingen forsøgsmus udviklede tumorer efter 5 måneders transplantation, men sensitive qPCR analyser påviste at mammoglobin 2 (MGB-2) genet var udtrykt i 4 af de frosset-tøet ovarievæv og 1 af de xenotransplanterede ovarievæv (Luyckx 2013). 

Sarkom
Ovariemetastaser er rapporteret i visse typer sarkomer, såsom Ewing’s sarkom og osteosarkom (Meirow 1998). Adskillige studier har analyseret kryopræserveret ovarievæv fra patienter med forskellige typer af sarkomer, og blandt 34 patienter viste immunohistokemiske farvninger ingen tegn på malignitet i vævet, og qPCR på 33 patienter detekterede kun Ewing’s sarkom FLI1-fusionstranskriptet i en patients væv (Meirow 1998, Kim 2001, Seshadri 2006). Derudover, er ovarievæv fra 16 sarkom patienter blevet xenotransplanteret til immunodeficiente mus i 20 uger uden tegn på recidiv/malignitet/tumorer (Seshadri 2006). Samlet set betragtes risikoen ved autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv fra sarkom patienter som lav, dog med visse forbehold overfor Ewing’s sarkom, hvor risikoen anses for moderat (Dolmans 2018, Kyono 2010). 

Lymfom
Retrospektive undersøgelser har vist at ovariemetastaser forekommer i 13,3% af patienter/obduktioner med lymfomer (Dolmans 2013). Ovarierne var påvirket af Hodgkin’s lymfom i 4,3% af tilfældene, men adskillige eksperimentelle studier har undersøgt 82 Hodgkin’s lymfom patienters kryopræserveret ovarievæv histologisk, og kun i et tilfælde var der mistanke om maligne celler i vævet fra en patient med stadie III Hodgkin’s lymfom (Schüring 2018, Meirow 2008, Dolmans 2013, Dolmans 2016). Derudover er ovarievæv fra 20 Hodgkin’s lymfom patienter xenotransplanteret til immunodeficiente mus uden tegn på malignitet/tumor. Klinisk data viser ingen recidiv ved autotransplantation i Hodgkin’s lymfom patienter, selv med stadie IV patienter (Gellert 2018, Abir 2010), og det konkluderes at den samlede risiko for overførsel af maligne celler er lav (Dolmans 2013, Kyono 2010). 
Med hensyn til Non-Hodgkin’s lymfom har histologiske undersøgelser ikke vist tegn på malignitet eller recidiv når ovarievæv fra hos Non-Hodgkin’s lymfom patienter blev xenotransplanteret til immunodeficiente forsøgsmus (Meirow 2008, Greve 2013). Non-Hodgkin’s lymfom celler er dog blevet detekteret ved histologisk vurdering og ved anti-CD20 immunohistokemisk farvning i medulla på en patient og i cortex på en anden patient (Dolmans 2018), og den samlede risiko vurderes derfor som moderat. 

Mave-tarm-cancer
Tumorer fra mave-tarm-kanalen repræsenterer størstedelen af ovariemetastaser i retrospektive analyser af obduktioner (Kyono 2010), og risikoen for overførsel af maligne celler betragtes derfor som moderat ved transplantation af ovarievæv fra en patient med en mave-tarm-cancer. Hver patient skal dog ses individuelt med hensyn til tumorbiologi, type og stadie, præ-transplantation histologi, immunohistokemi og om muligt xenotransplantation-studier.

Leukæmi
Da maligne leukæmi-celler findes i blodbanen anses risikoen for ovariemetastaser for høj. Meirow et al., 2008, fandt ingen tegn på infiltration af leukæmi celler ved histologisk evaluering af ovarievæv fra 9 leukæmi patienter (Chronic Myeloid Leukaemia (CML)=3; Acute Myeloid Leukaemia (AML)=5, og Myelodysplastic syndrome (MDS)=1) (20). Dolmans et al., 2010, vurderede tilstedeværelsen af ​​leukæmi celler i ovarievæv frosset under det aktive fase af sygdommen. De histologiske analyser var negative i alle patienterne, men i 2 ud af 6 CML-patienter og 7 ud af 10 ALL-patienter påviste de maligne celler ved hjælp ad qPCR analyser. Dertil blev vævet testet på immunodeficiente mus i 6 måneder, og der var ingen tegn på recidiv i CML-patienter, men 5 ud af 12 mus transplanteret med ovarievæv fra ALL-patienter udviklede leukæmi. I lignende studier af Rosendahl et al., 2010, og Greve et al., 2012 blev ovarievæv fra leukæmi patienter i komplet remission evalueret. Selvom qPCR påviste maligne celler i kryopræserveret ovarievæv fra 2 ud af 4 patienter med kendte molekylære markører, udviklede forsøgsmusene ikke leukæmi ved efterfølgende transplantation i 5 måneder. På verdensplan er 5 leukæmi patienter blevet autotransplanteret uden recidiv og 3 kvinder har født babyer (Shapira 2018). Leukæmi-patienter anses dog for at være i højrisikogruppen for overførsel af maligne celler, og det anbefales at patienten var i komplet remission ved kryopræservering af vævet, at flere stykker væv testes med både histologi, immunohistokemi, gen-ekspressions analyser og dyreforsøg før end at autotransplantation kan overvejes. 

Ovariecancer og borderline ovarie-tumor
Kvinder med cancer i ovariet er specielt dårligt stillet, da de ikke kun har en høj risiko for ovariemetastaser med også risikoen for udvikling a primær cancer. Lotz et al., 2011 analyserede frosset-tøet ovarievæv fra 10 patienter med ovariecancer og der var ingen tegn på malignitet ved de histologiske og immunohistokemiske analyser (Lotz 2011). Der er publiceret cases om 4 ovariecancer patienter som har fået autotransplanteret kryopræserveret ovarievæv, og 3 af patienterne blev gravide og fik børn, hvorimod 1 patient ikke fik genetableret ovariefunktion (Stern 2014, Dittrich 2015, Kristensen 2017). En af patienterne med en granulosacelle-tumor fik recidiv efter autotransplantation, som måtte fjernes efter hun havde født tvillinger (Stern 2014). Et enkelt studie viste at i 1 ud af 11 borderline ovarie tumor (BOT) patienter blev der påvist BOT celler i vævet og i graftet der var transplanteret til en forsøgsmus (Masciangelo 2018). Samlet set anses der at være en høj risiko for at disse cancere i ovariet forårsager recidiv ved autotransplantation. Samlet set kan det dog ikke anbefales at autotransplantere vævet til patienter med cancer i ovariet.

Fremtidige alternativer
I de patienter hvor det er for risikabelt at autotransplantere det kryopræserverede ovarievæv er der håb for at der i fremtiden byder sig alternativer, hvor metoder som in-vitro modning af præantrale follikler og et kunstigt ovarie med isolerede follikler uden maligne celler kan transplanteres (Dolmans 2019, McLaughlin 2018). Det skal dog gøres klart for patienten, at disse alternativer til autotransplantation endnu ikke er mulige.

Tabel 21 risiko for ovarie metastaser 
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 Konklusion 	
Baseret på den eksisterende litteratur bør fertilitetsbevaring overvejes og tilbydes til piger/kvinder, som skal i gonadotoksisk behandling for en malign eller alvorlig benign lidelse. Hvilken metode, der vælges, afhænger af patientens alder, protokol, ovariereserve og sygdomsstatus. Co-behandling med en GnRHa under kemoterapi synes at have en beskyttende effekt på ovarierne, især hos brystkræft patienter. Det er sikkert at tilbyde IVF til kvinder med brystkræft. Ved autotransplantation af kryopræserveret ovarievæv skal risikoen for re-introduktion af maligne celler overvejes. 
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