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Ved vitrifikation nedfryses embryoner lynhurtigt modsat den tidligere anvendte slow-freeze-metode.
Overlevelsen for disse embryoner er > 95% med fgdselsrater som for ikkenedfrosne embryoner.

Brugen af vitrifikation har fremmet strategier for fertilitetsbehandling, der bl.a. letter udfgrelsen af genetisk testning.

Det faldende fodselstal i Danmark far i disse tider stor mediebevagenhed, samtidigt med at der generelt i Europa
ses en udvikling mod et gget antal fertilitetshehandlinger [1]. I 2024 kom det udvidede gratis behandlingstilbud
fra tre til seks IVF-ICSI-forseg i finansloven, og ydermere lovede statsminister Mette Frederikseni sin nytarstale
den 1. januar 2024, at gratis hjeelp til barn nummer to ogsa er pé vej. Sidstnaevnte kraever en lovendring, som
formentlig traeder i kraft 1. december 2024 [2].

Bevigenheden er med rette, for danske kvinder far i gennemsnit 1,5 born, og fedselsraten er dermed pa det
laveste niveau i 37 ar [3]. En af hovedarsagerne til dette er den stigende alder hos forstegangsforeldre, som i
2023 slog rekord pa gennemsnitligt 30 ar for kvinder og naesten 32 ar for meend [4]. Danmark er derudover et af
de lande, hvor flest par modtager fertilitetsbehandling, og mere end hvert 10. barn fedes nu med hjzelp heraf [5].
Det hgje tal skyldes ikke kun nedsat fertilitet, men ogsa tilgeengeligheden af fertilitetsbehandling i det offentlige
danske sundhedsvaesen, som er veesentligt bedre end i andre europziske lande. Foruden en oget tilgaengelighed
er der ogsa sket vigtige teknologiske fremskridt, siden det forste barn undfanget med IVF-behandling blev fadt i
Danmark i 1983.

Seerligt introduktionen af vitrifikation som frysemetode ved nedfrysning af befrugtede og delte ag, altsa

embryoner, har banet vejen for nye behandlingsstrategier.

Denne artikel har til formal at belyse to af de vigtigste teknologiske fremskridt, nemlig vitrifikation og
blastocystdyrkning, samt afledte behandlingsstrategier heraf. Fokus vil vaere pa totalfrys, gonadotropin-
releasing hormone (GnRH)-agonist som eeglgsningssprojte, opleegning af ét enkelt embryon ad gangen samt

udferelsen af preeimplantationsgenetisk testning.

Frysemetoder

Kryopreservation er en betegnelse for nedfrysning og opbevaring af biologisk materiale med opretholdt

levedygtighed. Siden fodslen af det forste barn efter kryopraeservation og optening af et embryon i 1983 [6] og
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optening af et humant aeg med efterfolgende befrugtning i 1986 [7] har udviklingen af nye behandlingsstrategier

veeret eksponentiel.

Fordelen ved kryopreeservation i fertilitetsbehandling er, at evt. overskydende embryoner kan gemmes til senere
brug, hvorved den kumulerede chance for at fa et barn gges uden ny hormonstimulation og segudtagning.
Udfordringen ved kryopreeservation er at forhindre dannelsen af intracelluleere iskrystaller, som er skadelige for

cellerne og medvirker til, at de ikke overlever nedfrysnings- og opteningsprocessen [8].

Til nedfrysning af humane ag eller embryoner har man gennem tiden anvendt to forskellige

nedfrysningsteknikker: slow-freeze og vitrifikation.

Slow-freeze var den forst udviklede og anvendte teknik. Ved slow-freeze bliver embryonets vaekstmedie tilsat
kryoprotektanter, der bevirker, at cellerne bliver dehydrerede. Herefter nedkeles embryonet langsomt med
omkring 0,3-1 °C/min, indtil temperaturen nar ned omkring -30 til -70 °C. For blastocyster (embryoner efter 5-7

dages dyrkning) er overlevelsen ved slow-freeze 57-89% [9, 10].

Ved vitrifikation derimod tilsaettes hoje koncentrationer af kryoprotektanter og herefter flydende nitrogen til
embryonet, hvorved nedkelingen sker med hastigheder pa op til 20.000 °C/min, og embryonet keles ned til -196
°C1ilebet af fa sekunder [8].

I modseetning til slow-freeze, hvor molekyler samler sig i krystalgitre, sker nedfrysningen ved vitrifikation sa
hurtigt, at molekylerne ikke nar at eendre position [11]. Herved aendres tilstand fra veeskeform til fast form
ultrahurtigt, og der opnas en glaslignende tilstand, som navnet »vitrume, der udspringer af det latinske ord for

glas, antyder [12].

Overlevelsen for blastocyster ved vitrifikation er i dag taet pa 100% [9, 10], hvilket har forbedret mulighederne
inden for fertilitetsbehandling og bevirket, at antallet af behandlinger med frosne embryoner er steget markant
de seneste ar. Frysebehandlinger udgjorde i Danmark i ar 2021 ca. 42% af alle fertilitetsbehandlinger mod bare
13% i 2001 [13].

Den gode overlevelse af nedfrosne embryoner skyldes ud over vitrifikation, at de nu ofte dyrkes til
blastocyststadiet (Figur 1). P4 dette stadium fas en bedre selektion af embryonerne, og de er mere

modstandsdygtige for nedfrysning og optening.

FIGUR 1 Det befrugtede aegs udvikling til blastocyst.
lllustration udarbejdet ved hjzelp af Biorender.com.
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Anvendelsen af vitrifikation tog fart i 2007-2009 og er rent tidsmaessigt gdet hand i hand med blastocystdyrkning.

Nedenfor vil nogle af de behandlingsstrategier, som er opstiet pa baggrund af vitrifikation og

blastocystdyrkning, blive gennemgaet.
Totalfrys

Som en del af den hormonelle ovariestimulation i fertilitetsbehandling far patienterne tilfejet suprafysiologiske
meengder af gonadotropiner i form af follikelstimulerende hormon (FSH) eller en kombination af FSH og

luteiniserende hormon (LH). Formalet er at stimulere til vaekst af flere follikler pr. behandling, men
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hormonstimulationen menes at kunne have en negativ indvirkning pa endometriets evne til at understotte

implantationen af det befrugtede seg [14].

I forbindelse med indferelsen af vitrifikation blev det udbredt verden over at foretage elektiv totalfrys, ogsa
benaevnt »freeze all, altsa nedfrysning af alle embryoner med henblik pé opleegning i en senere

menstruationscyklus for at undga negative konsekvenser af homonbehandlingen (Figur 2).

FIGUR 2 | ferste cyklus, hvor meengden af hormoner er suprafysiologisk, udtages,
befrugtes og nedfryses seggene. Zgoplaegningen foretages i en efterfelgende cyklus,
hvor maengden af hormoner er faldet. Hermed nedszettes risikoen for ovarielt
hyperstimulationssyndrom.

lllustration udarbejdet ved hjaelp af Biorender.com.
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Flere store randomiserede studier har vist, at der ikke er signifikant hgjere fadselsrater ved anvendelse af
totalfrys sammenlignet med opleegningen af friske blastocyster, hvorfor elektiv totalfrys ikke anvendes
rutinemeessigt i Danmark [15-17]. I ar 2021 udgjorde totalfryscykler 16,9% af alle opstartede cykler i Danmark
[13]. Samme studier har dog vist, at risikoen for ovarielt hyperstimulationssyndrom (OHSS) (Figur 3) reduceres

ved totalfrys, hvilket har abnet deren for en ny méade at handtere risikoen for OHSS pé [15].
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FIGUR 3 Mekanismen bag ovarielt hyperstimulationssyndrom (OHSS). OHSS er en tilstand,
hvor frigivelsen af vasoaktive substanser, bl.a. vascular endothelial growth factor (VEGF),
fra ovarierne eger karpermeabiliteten, hvilket medferer en udsivning af vaeske og plasma-
proteiner til det ekstracelluleere rum. Dette medferer ascites, pleura- og perikardieekssudat
samt hypovolaemi og heemokoncentration. | sveere tilfaelde kan tilstanden medfere organ-
hypoperfusion, respiratory distress syndrome og tromboemboli.

lllustration udarbejdet ved hjeelp af Biorender.com.
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FSH = follikelstimulerende hormon; hCG = humant choriongonadotropin.

Ovarielt hyperstimulationssyndrom

Seerligt patienter med polycystisk ovariesyndrom (PCOS) er i foraget risiko for at udvikle OHSS, da de har mange
follikler og responderer kraftigt pa den hormonelle stimulationshehandling med gonadotropiner [18]. Studier
har vist, at risikoen for moderat til sveer OHSS for patienter med PCOS falder signifikant ved brug af
totalfrysstrategien, samtidig med at den kumulerede levendefodselsrate for denne patientgruppe er usendret i

forhold til behandling med oplaegning af friske embryoner [19].
Gonadotropin releasing hormone-agonist som @glesningssprojte

Risikoen for OHSS kan reduceres yderligere ved brug af en GnRH-agonist som aeglesningssprojte (trigger) frem
for den traditionelt anvendte humant choriongonadotropin (hCG)-trigger. HCG-triggeren binder til samme
receptor som LH, men da hCG har en leengere halveringstid end naturligt LH, er stimulationen kraftigere og
leengerevarende og kan medvirke til opretholdelse af eventuelt OHSS [20]. Nar en GnRH-agonist trigger i stedet
for anvendes, stimuleres GnRH-receptorer i hypofysen, hvorved seglesningen fremkaldes af et mere fysiologisk,
endogent LH-peak [20]. Da GnRH-agonisttriggeren blev introduceret, sds markant lavere graviditetsrater, da

behovet for totalfrys eller en intensiveret form for lutealfasestotte ikke var kendt. Lutealfasestatte indebaerer
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tilfersel af hormoner efter aegoplaegningen for at understotte endometriets udvikling [20]. Totalfrys og
lutealfasestatteprotokoller er nu sé effektive, at der ses sammenlignelige graviditetsrater for de to typer triggere
samtidig med en naermest ikkeeksisterende risiko for OHSS hos patienter med mange voksende follikler [21].
Dette har gjort, at OHSS-frie forlgb er inden for reekkevidde.

Elektiv oplaegning af ét embryon

Forud for rutinemaessig anvendelse af kryopraeservation blev der ofte oplagt to eller flere embryoner ad gangen
for at sikre steorst mulig graviditetschance, og da overskydende embryoner risikerede at ga tabt ved suboptimal
fryseteknik (slow-freeze). Dette resulterede i en hgj forekomst af flerfoldsgraviditeter samt en deraf afledt eget

risiko for preeterm fodsel, cerebral parese og sectio caesarea [22].

De gode overlevelsesrater efter vitrifikation og optening har faciliteret en gradvis overgang til elektiv opleegning
af ét embryon (eSET) verden over. Ved eSET opleaegges ét enkelt embryon i modseetning til elektiv dobbelt
embryotransfer (eDET), hvor to embryoner opleegges samtidigt. Valget mellem eSET og eDET giver fortsat
anledning til debat. Studier har sammenlignet eDET med »gentagen eSET«, hvor opleegningen af ét frisk
embryon efterfolges af opleegningen af ét friskt eller frossent embryon i efterfolgende cykler indtil opnaet

graviditet.

Der ses, at ved anvendelse af gentagen eSET er deringen signifikant forskel i levendefadselsraten, som er 42%
for eDET og 34-46% for gentagen eSET [23]. Samtidig med dette falder risikoen for tvillingegraviditet markant fra
139% til 0-3% [23]. I 2015 blev det pabudt af Sundhedsministeriet, at opleegning skal ske med ét embryon, i seerlige
tilfeelde to, men aldrig tre [24].

Tvillingeraten efter assisteret befrugtning i Danmark er i dag < 3% mod naesten 23% for 20 ar siden [13].
Praimplantationsgenetisk testning

Brugen af vitrifikation har ogsa revolutioneret muligheden for at udfere praeimplantationsgenetisk testning
(PGT), hvor embryonet inden opleegning undersgges for forskellige genetiske abnormiteter. Der kan udferes
PGT-M for test af monogene sygdomme, hvor der underseges for en kendt monogen sygdom, og embryoner med
kendt disposition frasorteres, f.eks. cystisk fibrose. Der kan ogsa foretages PGT-SR, som tilbydes par med kendte
strukturelle rearrangementer, hvor variationer i meengden af kromosommateriale undersgges, og embryoner
med forkert kromosommaengde kasseres. Ved PGT-A undersgges for aneuploidi, som er den hyppigste arsag til
graviditetstab [25]. Ved PGT-A er formalet at udvealge embryoner med korrekt kromosomantal og sterst
potentiale for at medfere fodsel af et raskt barn samt nedsaette risikoen for spontan abort [25, 26]. PGT-biopsien
foretages i dag fortrinsvist i blastocyststadiet pa 5.-7.-dagen efter segudtagningen ved en biopsi bestaende af 5-10
celler fra den ydre cellemasse, trofektodermen, som senere bliver til moderkagen (Figur 4). Tidligere blev
mange biopsier taget pa tredjedagen for at muliggere den genetiske undersegelse, inden aegget skulle
tilbagelaegges fem dage efter segudtagningen for at opna sterst mulig graviditetschance. Dog medferte dette oget
risiko for fejldiagnosticering pa grund af en hgj grad af mosaicisme i embryonet i dette udviklingsstadie samt en

risiko for at skade embryonet [27, 28].
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FIGUR 4 Proceduren for praeimplantationsgenetisk testning.
lllustration udarbejdet ved hjselp af Biorender.com.
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Med vitrifikation kan embryonet biopteres pa dag 5-7 og herefter nedfryses med gode overlevelseschancer og
god tid til at undersege biopsien. Blastocysten kan herefter tilbageleegges 1-2 cykler senere eller kasseres

atheengigt af svaret.

I Danmark foretages PGT-M og PGT-SR pa udvalgte patienter med kendt oget risiko for at fa et alvorligt sygt barn,
mens det indtil nu kun er lovligt at foretage PGT-A i videnskabeligt protokolleret regi, bl.a. ved hej maternel
alder (> 37 ar), gentagen fejlslagen implantation og gentagen tidlig abort [29]. Der foreligger endnu ikke nogen
studier fra de indeholdende cost-benefit-analyser ved anvendelse af PGT-A i et offentligt sundhedssystem [30].
Dog pagar der nu pé landets tre PGT-centre pa Rigshospitalet, Herlev og Aalborg et stort randomiseret studie
med henblik pa at vise, om PGT-A er omkostningseffektivt til patienter > 37 ar. Hvis det skulle vise sig at veere
tilfeeldet, er habet, at den danske regering vil 2endre lovgivningen, s PGT-A mé anvendes til udvalgte

patientgrupper.

Konklusion

Det har altsé veeret banebrydende for assisteret befrugtning at anvende blastocystdyrkning og vitrifikation, da
metoderne har affadt en reekke nye muligheder inden for fertilitetsbehandling. Bl.a. hos patienter i gget risiko
for OHSS, som ved anvendelse af GnRH-agonist trigger og totalfrys stort set kan eliminere risikoen for udvikling

af OHSS, uden at den kumulerede fodselsrate pr. egudtagning reduceres.

Vitrifikation og blastocystdyrkning har ogsa banet vejen for implementeringen af eSET-strategien med det

formal at forhindre flerfoldsgraviditeter, og metoderne har optimeret resultaterne ved PGT.
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SUMMARY

New treatment strategies in assisted reproduction

This review elucidates the roles of vitrification and blastocyst culture in assisted reproductive technology.
Vitrification exploits ultra-fast cooling rates to preserve embryos and avoid cell-damaging ice crystals. With the
cultivation of the embryo to the blastocyst stage, survival- and pregnancy rates are now comparable to those
achieved with fresh embryos. This has provided numerous advantages, and this review will focus on the
management of ovarian hyperstimulation syndrome, the use of gonadotropin-releasing hormone-agonist trigger,

elective single embryo transfer, and preimplantation genetic testing.
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