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Caso Clinico

e C.E., 29 anni
e Ca mammario di recente diagnosi, inviata presso il nostro Centro dall’U.O.C. di
Oncologia Medica

“per lo stadio di malattia, I'eta e le caratteristiche
biologiche si illustrano possibilita di preservazionelael
fertilita”

e 4.03.2014: mastectomia dx e dissezione ascellare

Carcinoma duttale infiltrante G3 sec. Elstjn
Ellis, con componente intraduttale focaje
con comedonecrosi, infiltrato linfocitarip
Intra e peritumorale scarso; necrosi assente.

Evidente I'invasione perineurale e . ..
angiolinfatica. Restante parenchima cpn Carcinoma duttale infiltrante
mastopatia fibroadenomatoide. Indenne] il G3 pTlc

capezzolo, i margini di resezione e la cute
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e Micrometastasiin 2 linfonodi
* Fenotipo:
» PgR 50%
> Ki67 20%
» Her-2/neu: score 2+
» CISH: non amplificato

e Rxtorace: negativo per secondarismi

e Ecografia addome completo: non evidenziabili anomalie a carico degli organi
valutati

e Scintigrafia ossea TB: negativa

Chemioterapia adiuvante

sec. Schema FEC-D (¢
cicli/21 gg)

+

Ormonoterapia con
Tamoxifene e LH-RH

Dipartimento della Salute della Donna e del Bambino
U.O.C di Clintca Ginecologica ed Ostetrica - Direttore Prof. G.B. Nardelll



UNIVERSITA

. .~ p p p p .. ik DEGLI STUDI
Scuola di Specializzazione in Ginecologia ed Ostetricia | i Pason

e 4.,04.2014: Prima consulenza presso il nostro Centro
Raccolta I'anamnesi, visionata la documentazione, eseguito counselling
adeguato sul possibile impatto del trattamento chemioterapico a livello
gonadico, spiegate le tecniche di PMA, raccolto il consenso informato

e Valutazione della Riserva ovarica tramite dosaggio biochimico ed ecografia
pelvica transvaginale

FSHJ2:4,2 U/L Utero AVF, regolare, EE 1,6 mm
LH J2:2,8 U/L Ovaio dx: 10 AFC

E2: 0,27 nmol/L Ovaio sx: 6 AFC

AMH: 5,0 ug/L Non free-fluid nel Douglas
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* 20.04.2014: inizio mestruazioni B

 22.04.2014: inizio stimolazione ormonale

Ciclo corto con antagonista del GnRH (schema fisso)
e

r-hnFSH (100 Ul/die per i primi 4 giorni, poi aumentati a 150 Ul/die)

Induzione dell'ovulazione con 250 ug di r-hCG

Utilizzo di Letrozolo cpr 5 mg/die durante 'intera durata della stimolazione
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e 4.05.2014: induzione dell'ovulazione ( J13 di stimolazione ormonale, valori di E2: 0,9
nmol/L, follicoli 2 16mm: 8)

* 6.05.2014: prelievo ovocitario ecoguidato

- ‘Giornco Giorno 1| Giorno 2 Giorno 3 Giomo4‘Giom05| -
| 06/05/2014 | 07/05/2014 = 08/05/2014  09/05/2014 10/05/2014 | 11/05/2014 |
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Gli ovociti sono stati tutti crioconservati con wow P
A 1 & 4

metodo slow-freezing
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Carcinoma Mammario @

e +1,5% di nuovi casi di neoplasie nella popolazione femminile nelle ultime due

decadi International Agency for Research on Cancer. EUCGBhcer Factsheets. 2013

e Rischio di sviluppare un ca. mammario & di 1/8

Table 1 Ten leading cancer types for the estimated new cancer cases and deaths by sex, United States, 2014

2 \ .
e % sara sottoposta a un trattamento neoadiuvante Esmast v s
Males Females
Kim et al., Breast cancer and fertility preservatioertfand Ster, 2011 Prostte Mm% M W
. . . Lung and bronchus 116000 14% Lung and bronchus 108210 13%
L Ta SSI d | SO p ravvivenza a 5y 60—8 2% Colorectum 80 & Colorectum 600 8%
. . . Urinary bladder 56,390 Th Uterine corpus 52630 6%
De Angelis R et al. Cancer survival in Europe 1999-2007 byntrguand age: results of Mekanoma ofthe kin B8 % Thyoi am o &
EUROCARE-5-a population-based study. Lancet Oncol 2(H(4)123-34. Kidney and renal pelvis N4 5% Non-Hodgkin lymphoma 0 4%
Non-Hodgkin lymphoma 38270 4% Melanoma of the skin 0210 4%
Oral cavity and pharynx 30220 4% Kidney and renal pelvis 4780 3%
H H Leukemia 30,100 4% Pancreas 0890 3
. " 3
I m po rta n Za d I Sa Ivagu a rd a re Ia QO L ) t ra C u I Ia Liver and intrahepatic bile duct 24,600 % Leukemia 0280 )
[ . . All sites 855220 100% Allsites 810320 100%
capacita riproduttiva —

g toife the best ir s health care AMERICAN SOCIETY oF CLINICAL ONCOLOGY ¢ WOMENSHEALTHCARERHYSOANS

AMERICAN SOCIETY FOR Royal Calege of RN A
REPRODUCTIVE MEDICINE | % Obstetricians and Gynaecologists AS c@ ; . 7% m@r’%’lﬁg|@m ogidts
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impact of cancer therapies
onNn ovarian reserve

Clarisa R. Gracia, M.D., M.S.C.E.,”® Mary D. Sammel, Sc.D_,“ Ellen Freeman, Ph.D.,”“ Maureen Prewitt, R.N.,*<
Claire Carlsan. R.N__' Anushree Rav.® Ashlev Vance. © and Jill P. Ginsbera. M.D._F

* Incidenza di amenorrea correlata alla chemioterapia 53-89 %

. . Management of Gynecologic Issues in Women with Bresta@r. ACOG, Practice Bulletin
 Dipendeda:

» Eta della paziente —
— ] ) / Biological targeted
» Regime chemioterapico therapies

Valutare AMH 1*

rolonged azoospermiain gales or amp®,
High risk

. .. . T 11 o Cyclophosphamide
*[AMH e AFC ridotti in maniera Platinum agents | { —»1 lfosphamide
. T Melphalan
dose-dipendente nonostante cicli ::"“;I ) 1 Busuffan
. . . nt alkaloids Nitrogen mustard
spontanei regolari e FSH in range. Antracycines I_ Procutszne
Graciaet al, Fertility and Sterility 2012 ] Anti-metabolites  —s Intermedate risk

Cisplatin with low cumulative dose

Carboplatin with low cumulative dose
Adriamycin
Low risk
Treatment protocols for Hodgkin’s lymphoma without alkylating
agents
Bleomycin

Apoptosi delle cellule della granulosa con Bleomyen
> - - . . C(IﬂOm)’CIn

atresia dei follicoli antrali

W del pool di follicoli primordiali

Vincristine

Methotrexate

oFluorouracil
Danno ischemico

Fibrosi della corticale Metodo contraccettivo DURANTE la terapia e fino a
ATROFIA OVARICA DUE ANNI dal completamento della stessa

‘Thisunderscores further the importence of grvm
gvarias sowe time, tn rever after.chemathery.
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The radiosensitivity of the human oocyte

W.H.B.Wallace'>, A.B. Thomson' and T.W.Kelsey>

Prolonged azoospermia in males or amenorrhea in females
———) ody irradiation for bone marrow transplant/stem cell
transplant

PaZienti affette da |inf0ma di HOdgkin, Sarcoma di EWing, Testicular radiation dose >2.5 Gy in adult men

Testicular radiation dose =6 Gy in prepubertal boys

n e O p I a S i e gi n e CO I Og i C h e 3 Pelvic or whole abdominal radiation dose =6 Gy in adult women

girls
Pelvic or whole abdominal radiation dose =15 Gy in prepubertal girl

Pelvic or whole abdominal radiation dose =10 Gy in postpubertal
Correlatoa: » Dose totale

Intermediate risk

> Regi m e d i Testicular radiation dose |-6 Gy from scattered pelvic or abdominal
radiation
1 Pelvic or whole abdominal radiation dose 5-10 Gy in postpubertal
razionamento P
> Ca m p O d i i r_ra d ia Z i O n e Pelvic or whole abdominal radiation dose 10-15 Gy in prepubertal
girls

Craniospinal radiotherapy dose = 25 Gy

» Eta della paziente

Schermatura delle gonadi dove possibile (in TBI per BMT
90% di POF)

LD, follicolare: 2Gy

Stenosi vaginale, fibrosi uterina, diminuzione spessore EE

RT a livello cranico per neoplasie encefaliche con
danneggiamento dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi e alterazioni
della secrezione delle gonadotropine
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Preservazione della fertilita

“ Tecniche atte a preservare la fertilita in pazienti oncologiche con il fine di preservare i
propri gameti per futuri tentativi di concepimento”

Le opzioni di trattamento dipendono da molti fattori: eta della paziente, diagnosi, terapia
proposta, tempo disponibile, potenziale coinvolgimento metastatico a livello ovarico,

tec n ICh € d IS po ni bl I I Lee et al., Determinants to access to fertility preson in women with breast cancer, Fert and
Ster, 2011

@ Schermatura gonadica

. . . . Group Mathod Cryopreservation | Treatment Recipient Concerns
@ Trasposizione ovarica (ooforopessi) & |
‘I
O USO dei GnRHa g W{ tf'; Ym::‘} mzyiob'-: \ Embye g:a:::at Hormo
\ ode J transfer rogal injection:
) ) | - - Wemen 2.3 week \ 7 / Availability
@ Crioconservazione d||embr|on| a P
Non legale in Italia, Legge 40/2004, Art.12 Comma 4 r kiotrure *
m— 1_”] o)
@ Crioconservazione difovociti it | NI Comte e o o i S
. . . : Q,I a : /./""'”S"'“"'“““" f cancer cells
@ Crioconservazione di|tessuto ovarico @i i Tt
Tecnica ancora sperimentale SN | e e o
s ot i
O FecondaZione ete r0|0ga Jeruss et al., Preservation of fertility in patientdwgancer, N Engl J Med, 2009
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Crioconservazione ovocitaria

Cheng, Pregnancy after human oocyte cryopreservatimtet 1986

Tecnica ormai consolidata ( 1*nato nel 1986, ad oggi piu di 2000 nascite )
Congelamento di ovociti maturi ( Metafase Il ) e immaturi ( Profase | o VG, con
successiva IVM ) con metodiche slow-freezing o di vitrificazione

Tassi di fertilizzazione e gravidanza pressocche comparabili a quelli ottenuti da
ovociti freschi nelle donne giovani

Noyes N et al. 2009; ASRM 2013

/Dann/ da congelamento:
Lisi cellulare
=  Formazione di cristalli di ghiaccio
* |rrigidimento della zona pellucida R
» Alterazioni del fuso mitotico, del B
citoscheletro e dell’integrita della e
membrana | Bl A
\- Frammentazione della cromatina S

Dipartimento della Salute della Donna e del Bambino
U.O.C. di Clinica Ginecologica ed Ostetrica - Direttore Prof. G.B. Nardelli



. UNIVERSITA
S DEGLI STUDI

Scuola di Specializzazione in Ginecologia ed Ostetricia SAlS | Pibow

A gonisti del GnRH Argomento controverso, studi retrospettici,

non-controllati, non unanimita di criteri

e La somministrazione di GnRHa provoca una
soppressione  transitoria  della  funzionalita
gonadica, inducendo uno stato simil-prepubere,
potenzialmente prevenendo la deplezione dei

follicoli mantenendoli in uno stato quiescente
Rodriguez-Wallberg and Oktay Cancer Management and Research 4 March 2014

* |l pool di follicoli primordiali si trovano gia in uno
stato non-proliferante
e Mancano dei recettori per FSH, non reclutabili

dalle gonadotropine

Conclusion
Approximately 20% of patients in both groups exhibited POF after 1 year of follow-up. Triptorelin
was not associated with a significant decreased risk of POF in young patients treated for

lymphoma but may provide protection of the ovarian reserve.

60 = GnRn hi 140 n Gifiha + norethisterane.

Utility of gonadotropin-releasing hormone agonists for il ] =R
fertility preservation in young breast cancer patients:

the benefit remains uncertain JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY

N. H. Turner', A. Partridge?, G. Sanna’, A. DiLeo' & L. Biganzoli™ ,

Banro Pitighani’ Mediceal Oncology Department, Hospital of Prato, Istituto Toscano Tumor, Prato, Itay; “Dana-Farber Cancer Institute andl Argham

FSH (IU/L)
8

Estradiol (pg/mL)
£

20|

Gonadotropin-Releasing Hormone Agonist for the 0+

Mespial, Boston, USA
Prevention of Chemotherapy-Induced Ovarian Failure in & & & S
Patients With Lymphoma: 1-Year Follow-Up of a L I R
; : ’ & & g
Prospective Randomized Trial o« & SO s
s .

l [
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Crioconservazione tessuto ovarico

Tecnica sperimentale

Per 3 Pazientiin eta pre-pubere
¥ Mancanza di tempo
3®» Controindicazione alla stimolazione ormonal

Rimozione LPS di frammenti di corticale ovarica, ricca di
follicoli primordiali

| frammenti vengono crioconservati a -196°C

Reimpianto del tessuto decongelato .
tramite due LPS a 7 giorni di distanza nell’autotrapianto
ortotopico o con semplice intervento di piccola chirurgia in
sede eterotopica ( sottocute )

Ripresa della funzionalita endocrina: 4,7 mesi Janse et al, 2011
Valori ormonali mantenuti in range fino a 7 anni! Rodriguez, 2014
30 nascite (2004, Donnez) sia spontanee che con IVF

Rischio di reintrodurre cellule neoplastiche!

Autotransplantation of ovarian tissuc in patients who
have suffered from systemic hematologic malignancy is not
recommended due to the high risk of retransmission of malig-
nancy. and only patients with a cancer diagnosis associated

Letrozolo

.Potente inibitore di llI*gen. dell’aromatasi

Sopprime i livelli di E st o
. O p p rl m e I Ive I I 2 Age at IVF (yr) 3’21: :+3 6 36.§“:[3 9 U““:e

: : R TR e,
Valida alternativa a pick s e 5= Wi S
e (mm) 213 =26 187=15 <0.001

. ) 124 £ 7.0 11.1 =55 0.43

-up su ciclo naturale Wl i b
o/ A S T

- 44 A) d I r FS H No. of days stimulated 117 = % 3 122+ 15 0.09

. Total FSH dose 1317.8 £ 578.2  2382.5 = 1062.8 <0.001

.h-CG a2 19.5-20.5 mm

.Comparato al Tamoxifene

Picco di E, significativamente inferiore
Maggior n. di follicoli >17mm
Maggior n. di ovociti maturi

Maggior n. di embrioni

Cortical ovarian blopsy

Fragments Isolated follicles

Isolation

Avascular | In vitro culture | | Artificial ovary ‘

| 30 live births ] | Avolds transmission of malignant cells |

Donnez and Dolmans, Nature Reviews, dec 2013
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Prevention of chemotherapy-induced
ovarian damage: possible roles for

Ilﬁturo Sdentzfi‘:Oo ) hormonal and non-hormonal

attenuating agents

Hadassa Roness'”, Lital Kalich-Philosoph %, and Dror Meirow'-*

 Molecole che impediscano il reclutamento dei follicoli
primordiali e il successivo burn-out

* Deplezione dei follicoli secondari elimina la
regolazione negativa sui follicoli primordiali,
attivandoli con lo scopo di rimpiazzare la

..... - e e e :
2= ey corte dei follicoli in crescita
&
12::‘.;?;;:;{ o
* Imatinib

* Talidomide
e Sfingosina-1-fosfato

/\/ e AS101

» Studi in vitro
» Potenziali interferenze con CT
» Teratogenicita

/\/ “fertoprotective adjuvant therapy”
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Il ﬁtura scientz:fico. .o Current achievements and future
research directions in ovarian tissue
» Aggirare il rischio di reintroduzione di cellule culture, in vitro follicle development
. , ) ) and transplantation: implications for
neoplastiche attraverso l'autotrapianto di tessuto fertility preservation
ova riCO J. Smitz"11,!, M.M. Dolmans?, J. Donnez? J.E. Fortune?, O. Hova.ttaf
e Ridurre il danno da ischemia e riperfusione

nell’autotrapianto

e Crescita in vitro di follicoli isolati dalla corticale
ovarica dallo stadio primordiale fino al follicolo
ovulatorio con la produzione di un ovocita
competente  refferetal 2008

e Utilizzo di sistemi di bio-
ingegneria per creare matrici 3D
importanza dell’architettura >

Biomaterials
Volume 33, Issue 26, September 2012, Pages 6079-6085

A new step toward the artificial ovary:
survival and proliferation of isolated
murine follicles after autologous
transplantation in a fibrin scaffold

drade Amorim, VMD., PhD.*
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Il futuro scientifico. ..
* Nella specie umana il follicoli aumentano dai 30- s - | |-
50 um della fase primordiale ai 100-200 pm
della fase pre-antrale fino ai 18 mm peri- v - -

ovulatori S
e Gap junction tra ovocita e cellule della granulosa |
per raggiungere la competenza meiotica
e Sistemi 2D non mantengono larrangiamento
spaziale cellula-cellula necessario per controllare
la differenziazione e modulare la risposta ai
segnali biochimici del’ECM

* Non citotossici

e Elastici
o ”
Scaffold” 3D e Garantire scambio di gas e
nutrienti

* Resistenti
*  Micro-canali per la diffusione

Dipartimento della Salute della Donna e del Bambino
U.O.C. di Clinica Ginecologica ed Ostetrica - Direttore Prof. G.B. Nardelll



UNIVERSITA
DEGLI STUDI
DI PADOVA

Scuola di Specializzazione in Ginecologia ed Ostetricia

Three dimensional culture of fresh and vitrified
mouse pre-antral follicles in a hyaluronan-baseg
hydrogel: a preliminary investigation of a novel
biomaterial for in vitro follicle maturation

Folicle Diameter (um)

: - : " ; Rhesus
Nina Desai’ , Faten Abdelhafez’, Anthony Calabro” and Tommaso Falcone ‘ ’ "
Syt macaque
e Hydrogel di ialuronato di tiamina su cui sono stati
messi in coltura follicoli pre-antrali di topo per 12
iorni Survival of human pre-antral follicles
& after cryopreservation of ovarian
e Sopravvivenza: 62% tissue, follicular isolation and in vitro
° 47% degll ovociti in Ml culture in a calcium alginate matrix
. . ) Christiani A. Amorim, Anne van Langendonckt, Anu David,
[ ] Responslvl a” FSH Marle-Madelelne Dolmans, and Jacques Donnez'

* Funzione steroidogenica mantenuta

e 159 follicoli isolati tramite digestione enzimatica da biopsie ovariche di quattro
pazienti (25-35y), crioconservati e decongelati

* Coltura in matrice 3D di alginato di calcio per 7 giorni

e Valutazione qualitativa: integrita della membrana basale, assenza di corpi picnotici,
densita cellulare, integrita dell’ovocita
* Tasso di sopravvivenza: 90%

P, (ng/mi)

Ovarian Follicle Culture: Advances and Challenges for Human
and Non-human Primates

Evelyn E Telfer, Ph.D., FSB12 and Mary B. Zelinski, Ph.D.34 ‘w

| follicoli hanno raggiunto lo stadio antrale, sono risultati El /e F
steroidogenicamente attivi e hanno prodotto ovociti maturi iy ‘ m
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Il futuro legale. ..

Sentenza 162/2014

La Corte Costituzionale, con sentenza 162 del 2014, ha
dichiarato l'incostituzionalita dell’articolo 4, comma 3, i |

Deposito del 10/06/2014 Pubblicazione in G. U. 18/06/2014
Norme impugnate: ~ Artt. 4. ¢. 3% 9, ¢. 1°¢ 3% e 12, ¢. 1°, della legge 19/02/2004, n. 40.

della legge 19 febbraio 2004, n, 40, norme in materia di o
procreazione medicalmente assistita, ai sensi del quale “e
vietato il ricorso a tecniche di procreazione medicalmente
assistita di tipo eterologo”.

SENTENZA N. 162

ANNO 2014

REPUBBLICA ITALIANA

IN NOME DEL POPOLO ITALIANO

ﬂ Corte ritiene, poi, che non si determini alcuna incertezza circa I'identificazione dei casi nei\

quali e legittimo il ricorso alla tecnica. Infatti, in applicazione dei principi e delle norme LA CORTE COSTITUZIONALE
contenute nella I. n. 40 del 2004, emerge come sia possibile ricorre alla tecnica eterologa: composta dai signori: Presidente: Gastano SILVESTRL; Giudici : Luigi MAZZELLA, Sabino
in riferi i cuisi resistenza di logia che i S S ) e oo, Slepn
- in riferimento al caso in cui sia stata accertata I'esistenza di una patologia che sia causa CRISCHOR, Faslo GROSKY, Giorelp TATRANZL, Al GAROST, Mars GARTABIR, [Sére
irreversibile di sterilita o infertilita assoluta;
- qualora non vi siano altri metodi terapeutici efficaci per rimuovere tali cause e sia stato b promndint i seguerie
accertato, mediante atto medico, il carattere assoluto delle stesse; SENTENZA
- sul piano soggettivo, da parte di coppie di maggiorenni di sesso diverso, coniugate o e gindizf i legifienih cosfituzionsle degliant, ; comma 3,8, comuil 1.3, ¢ 12, comma 1, 3l
. .. . . . .. . legge 19 febbraio 2004. n. 40 (Norme in materia di procreazione medicalmente assistita). promossi dal
conviventi, in eta potenz|a|mente fert||e, entrambi viventi; Tribunale ordinario di Milano con ordinanza dell’S aprile 2013, dal Tribunale ordinatio di Firenze con
ordinanza del 29 marzo 2013 e dal Tribunale ordinario di Catania con ordinanza del 13 aprile 2013,
- Secondo |e |inee guida ministeriali contenenti |’indicazione de“e procedure e de”e tecniche d| rispettivamente iscritte ai nn. 135, 213 e 240 del registro ordinanze 2013 e pubblicate nella Gazzetta
Ufficiale della Repubblica nn. 24, 41 e 46, prima serie speciale, dell’anno 2013
procreazione, opportunamente aggiornate per la species eterologa, nelle strutture
appositamente individuate ai sensi della legge. /

Infine, la Corte chiarisce che i figli nati da fecondazione eterologa hanno lo
stesso status dei figli nati nel matrimonio o dei figli riconosciuti dalla coppia
che ha espresso la volonta di ricorrere alle tecniche di PMA.
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