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Zusammenfassung

Optimierte diagnostische und therapeutische
Konzepte haben das Langzeitiiberleben nach
onkologischen Erkrankungen verbessert, Ope-
rationen, Chemo- und Strahlentherapien kon-
nen andererseits potenzielle Auswirkungen auf
die spatere Fertilitdt von pubertédren Patientin-
nen und Frauen im reproduktiven Alter aufwei-
sen. Neben der etablierten Kryokonservierung
unfertilisierter oder fertilisierter Zellen liegt das
Hauptaugenmerk seit einiger Zeit auf der Kryo-
konservierung von Ovarialgewebe sowie sei-
ner spateren optimalen Nutzung. Alternativen
sind die In-vitro-Maturation des Gewebes oder
die Reifung in Auto- oder Xenotransplantaten.
Die Autotransplantation hat in ersten klini-
schen Anwendungen zu einer passageren Hor-
monsynthese gefiihrt. Verbesserungen der Ein-
frierprotokolle sowie eine Minimierung der
Ischdmie lassen weitere Fortschritte erwarten.
Solange noch keine gréBtmaégliche Sicherheit
hinsichtlich der Tumorreimplantation gewahr-
leistet ist, sollte die Autotransplantation Studi-
en vorbehalten sein. In dieser Hinsicht stellt die
Xenotransplantation in Versuchstiere eine Al-

vieler onkologischer Erkrankungen

im prapubertaren und reprodukti-
ven Alter der Frau haben in den letzten
Jahrzehnten zu einem verbesserten
Langzeitiberleben gefihrt. Das 5-Jah-
res-Uberleben von Kindern mit malig-
nen Tumoren stieg von 27 Prozent im
Jahre 1960 auf 70 Prozent im Jahre 1999
(9). Man schatzt, dass im Jahre 2010 et-
wa jeder 250. Erwachsene eine maligne
Erkrankung im Kindesalter tberlebt
haben wird (2).

Daraus ergibt sich die Dringlichkeit
der Pravention der durch geplante
Operationen und/oder Chemo- und
Strahlentherapien eventuell irreversi-
bel eingeschrénkten spateren Fertilitat.

Trotz der individuell unterschiedli-
chen Langzeitwirkung von Zytostatika
auf das Germinalgewebe wurde berich-
tet, dass zum Beispiel Cyclophospha-
mid bei der Therapie der Lupusnephri-
tis in 100 Prozent der Patientinnen, die
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ternative dar, deren klinische Bedeutung mo-
mentan aber noch begrenzt ist. Durch die Vitri-
fikation, also das direkte Eintauchen der Proben
in fliissigen Stickstoff als Alternative zur kon-
ventionellen langsamen Kryokonservierung
konnte auch der zeitliche und apparative Labor-
aufwand erheblich eingeschrankt werden. Die
kritische Beratung liber die beschriebenen ferti-
litatserhaltenden Maglichkeiten stellen beim
oft kleinen Zeitfenster sowie der erforderlichen
Logistik eine interdisziplinare Aufgabe und Her-
ausforderung dar.

Schliisselwarter: Fertilitét, Kryokonservierung,
Prévention, Vitrifikation

Summary

Possibilities of Cryopreservation to
Preserve Female Fertility

Optimal diagnostic and therapeutic concepts
have improved the long-term survival rate
after oncological diseases. On the other hand,
surgery, chemotherapy and radiotherapy can
have a potential effect on the later fertility of

alter sind als 30 Jahre, bei mehr als 50
Prozent der Patientinnen zwischen 20
und 30 Jahren sowie in 13 Prozent der
Patientinnen, die jiinger sind als 20 Jah-
re zu einem Climacterium praecox fuhr-
te (3).Auch Patientinnen, die nach einer
Chemotherapie normogonadotrop wa-
ren, zeigten unter Gonadotropinstimu-
lationen eine signifikant schlechtere
ovarielle Reaktion (8). Die medika-
mentdse temporédre Niederregulation
der Ovarien durch Gonadotropin-Re-
leasing-Hormon-Analoga (GnRHa) im
Sinne einer Chemoprotektion vermag
die Sensitivitat des Gewebes zwar zu
minimieren, verhindert das Climacteri-
um praecox aber nicht in allen Fallen.
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Kryokonservierung zur Erhaltung
der weiblichen Fertilitat

adolescent young women and women in a
reproductive age. Alongside the established
cryoconservation of unfertilized or fertilized
cells, the cryoconservation of ovarian tissue
and the later optimal use has been the main
area of attention. Alternatives are in the
in-vitro maturation of tissue or the maturation
of auto- or xenotransplants. The first clinical
application of autotransplantation led only to
a temporary hormone synthesis as well. Im-
provements in the freezing protocols as well as
the mimimalization of ischemia will hopefully
lead to further progress. As long as there is no
absolute safety guaranteed in regard to reim-
plantation of tumour cells, autotransplantation
should be restricted to studies. Xenotrans-
plantation, until now only performed in labor-
ratory animals could be an alternative, but
its clinical importance is still limited. The critical
discussions about the described possibilities to
preserve fertility, its planning and realization,
is a demanding logistical and interdisciplinary
challenge.

Key words: fertility, cryopreservation, preven-
tion, vitrification

Untersuchungen zur Strahlensensiti-
vitdt humaner Oozyten wiesen nach,
dass die Dosis zur Zerstorung der Half-
te aller Oozyten bei < 2 Gy liegt (39).
Auch die operative Transposition der
Ovarien zur Verlagerung aus dem Be-
strahlungsfeld kann durch Streustrah-
lungen negative Einflisse nicht aus-
schlief3en.

Verschiedene praventive Konzepte
unter Einbeziehung der Kryokonser-
vierung eroffnen heute Mdoglichkeiten
des Fertilitatserhaltes sowohl bei préa-
pubertéren als auch bei Patientinnen im
reproduktiven Alter.

Methoden der
Kryokonservierung

Bei der konventionellen langsamen
Kryokonservierung ist der wichtigste
biophysikalische Faktor der Zellschadi-
gung wahrend des Einfrierens die intra-
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zellulére Kiristallisation. Um diese zu
verhindern, muss zuvor das intrazellula-
re Wasser entzogen werden. Die Dehy-
drierung lasst sich durch Kryoprotekti-
va in der Einfrierlésung sowie die Ein-
frier- und Auftaugeschwindigkeit be-
einflussen. Wenn die Abkuhlung lang-
sam genug ablauft, verlasst das Wasser
die Zelle schnell genug, um eine Kon-
zentration der intrazellularen L&sun-
gen zu erreichen und damit ein ,,super-
cooling”“ zu verhindern. Die Zellen
dehydrieren, und die intrazellulare Eis-
bildung wird verhindert. Erfolgt die
Abkihlung zu langsam, schrumpfen die
Zellen stark und sind den erhohten in-
trazellularen Konzentrationen vor dem
Erreichen der eutektischen Tempera-
tur lange ausgesetzt. Beide Phanome-
ne kdnnen eine Zellschadigung verur-
sachen.

Das so genannte ,,slow-cooling®, auch
als ,,equilibrium-freezing* bezeichnet,
beinhaltet die Aquilibrierung der Zel-
len in relativ niedrigen Kryoprotekti-
va-Konzentrationen (~1,5 M) sowie die
Dehydrierung wahrend des Einfrierens
(0,3 bis 2° C/min). Diese Methode wur-
de 1972 zur Kryokonservierung von
Mauseembryonen erstmals erfolgreich
angewendet (40). Erst 1977 allerdings
berichtete Whittingham (42) Uber die
erste Geburt nach Kryokonservierung
von Mauseoozyten in flussigem Stick-
stoff bei —196 °C.

Die Vitrifikation stellt eine Alternati-
ve zum konventionellen Einfrieren dar,
beruht auf dem direkten Kontakt zwi-
schen Kryoprotektiva und flissigem
Stickstoff (=196 °C) und erfordert keine
Aquilibrierung. Das direkte Eintauchen
der Proben in den flussigen Stickstoff
und die Verwendung kleiner Volumina
fuhren zu hohen Einfriergeschwindig-
keiten (15 000 bis 30 000 °C/min), welche
eine Kristallisation verhindern und an-
stelle dessen einen glasformigen (vitrio-
sen) Zustand verursachen (21). Der Vor-
teil der Methodik gegenliber dem pro-
grammierten langsamen Einfrieren be-
steht — neben der erheblichen Zeit —
vor allem in der Kostenersparnis, da kei-
ne programmierbaren Einfriergerate er-
forderlich sind. Um den Zellen/Gewe-
ben in kirzester Zeit so viel Wasser als
moglich zu entziehen (keine vollstandige
Agquilibrierung), sind allerdings erheb-
lich héhere Konzentration der Kryopro-
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Abbildung 1: Natives humanes Ovarialagewebe mit er-
kennbarem Follikel (siehe Pfeil)

tektiva (bis zu 7 bis 8 M) notwendig. Dar-
aus ergibt sich ein groReres Risiko
toxischer Schadigungen der zu vitrifizie-
renden Proben. Aus diesen Besonder-
heiten resultieren einerseits eine prakti-
sche Grenze der erreichbaren Einfrier-
geschwindigkeit und andererseits eine
biologische Grenze der von den Zel-
len/Geweben tolerierten Konzentration
der Kryoprotektiva. Trotz der beschrie-
benen Probleme ist die Vitrifikation ins-
besondere fiir Zellen bereits heute eine
effektive Alternative zur deutlich auf-
wendigeren langsamen Kryokonservie-
rung (18, 20), fiihrte aber auch bei Ovari-
algewebe zu ersten Erfolg versprechen-
den Ergebnissen (11, 12).

Praventive Moglichkeiten mit
der Kryokonservierung

Die etablierteste Methode zur Verwirk-
lichung des spateren Kinderwunsches
stellt die kontrollierte ovarielle Stimula-
tion und anschliel}ende meist transvagi-
nal durchgefihrte Follikelpunktion zur
Eizellgewinnung dar. Die Oozyten kon-
nen unmittelbar danach unfertilisiert
oder bei vorhandenem Partner am dar-
auf folgenden Tag im so genannten Vor-
kernstadium fertilisiert kryokonserviert
werden. Der Nachteil der ovariellen Sti-
mulation liegt darin, dass sie bei prapu-
bertaren Patientinnen nicht mdglich ist,
je nach gewahltem Stimulationsproto-
koll mindestens etwa 14 Tage Zeit erfor-
dert (damit eventuell Verzdgerung ge-
planter onkologischer Therapien) und
potenzielle Einflisse auf vorliegende
hormonabhé&ngige Tumoren unklar sind.
Die Lagerzeit spielt nach heutigem
Kenntnisstand wahrscheinlich eine un-

tergeordnete Rolle (34, 41).
Seit dem ersten Bericht ei-
ner deutschen Arbeitsgruppe
Uber eine Geburt nach Kryo-
konservierung unfertilisierter
Oozyten 1987 (38) war diese
Therapie wegen der niedrigen
Uberlebensraten der Zellen
bis vor kurzem umstritten
(28). Angesichts verbesserter
Uberlebensraten sowohl der
langsamen  Kryokonservie-
rung mit 54,1 bis 74,4 Prozent
(4,29) als auch der Vitrifikati-
on mit 68,6 bis 96,0 Prozent
(6,43) stellt die Lagerung unbefruchte-
ter Zellen heute eine realistische und ef-
fektive Alternative dar. Es ist umstrit-
ten, ob die Oozyten nach dem Auftauen
durch eine konventionelle In-vitro-Fer-
tilisation (IVVF) oder besser durch einin-
trazytoplasmatische Spermieninjektion
(ICSI) befruchtet werden sollten. Da
bekannt ist, dass die Kryokonservierung
zu einem ,,hardening* der Zona pelluci-
da mit nachfolgend sinkender Fertilisie-
rungsrate sowie zu Defekten der Zona
mit resultierender Polyspermie flhren
kann, wére die ICSI-Methode eine Op-
tion zur Umgehung dieser Probleme
(7). Obwohl Uber bessere Fertilisie-
rungsraten nach ICSI im Vergleich zur
IVF publiziert wurde (14), herrscht zu
diesem Thema noch kein Konsens.

Eine weitere Option ist die Kryokon-
servierung fertilisierter Oozyten im \or-
kernstadium, welches diese etwa 16 bis
20 Stunden nach der Insemination errei-
chen. Die Uberlebensraten nach kon-
ventioneller Kryokonservierung liegen
zwischen etwa 70 bis 80 Prozent (1,10).

Uber die Vitrifikation humaner Vor-
kernzellen existieren weniger Erfah-
rungen. Erste Untersuchungen berich-
ten lber vergleichbare Uberlebensra-
ten von 66,6 Prozent (35).

Aufgrund des signifikanten Follikel-
verlustes wahrend des Einfrierens und
Auftauens wird wéhrend der meist la-
paroskopisch maoglichen Gewinnung
von humanem Ovarialgewebe (Ovar-
ektomie oder multiple Ovarialbiopsie)
(23) von manchen Autoren die uni-
laterale Ovarektomie favorisiert (16).
Die optimale Verwendung von kryo-
konserviertem oder vitrifiziertem Ova-
rialgewebe ist momentan noch unklar.
Die insbesondere zur konventionellen
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Kryokonservierung vorliegenden Un-
tersuchungen rechtfertigen nach kriti-
scher Aufklarung der Patientinnen
aber bereits heute die prophylakti-
schen Kryokonservierung von Ovarial-
gewebe vor einer Operation, Chemo-
und Strahlentherapie (24). Fir die Nut-
zung des Gewebes im Zusammenhang
mit einer Kryokonservierung gibt es
drei Mdglichkeiten:

® die In-vitro-Maturation (IVM),

® die Autotransplantation,

@ die Xenotransplantation.

Méogliche Verwendung von
Ovarialgewebe

Die In-vitro-Kultivierung von humanem
Ovarialgewebe bis zur Reifung Graaf-
scher Follikel und Gewinnung reifer Ei-
zellen erfordert mindestens sechs Mona-
te und ist mit den vorhandenen Kultursy-
stemen noch nicht méglich.

Haufig finden sich jedoch bereits im
biopsierten Ovarialgewebe immature
Oozyten (Abbildung 1), die sich in vitro
bis zur Metaphase 11 reifen, nachfolgend
zum Beispiel durch ICSI fertilisieren und
kryokonservieren lassen (33). Pramature
Oozyten konnen insbesondere bei Pati-
entinnen mit einem polyzystischen Ovar-
syndrom auch durch eine transvaginale
Punktion der kleinen Follikel ohne vor-
herige ovarielle Stimulation gewonnen
werden (37).

Winschenswert wére eine mogliche
orthotope Autotransplantation nach der
Lagerung des Gewebes, um eine Spon-
tankonzeption zu ermdglichen. Die he-
terotope Autotransplantation des Gewe-
bes (zum Beispiel subkutan) nach dem
Auftauen wiirde bei vorhandenem Kin-
derwunsch eine In-vitro-Fertilisation er-
fordern. In publizierten Studien kam es
sowohl nach orthotoper (26, 30) als auch
nach heterotoper Autotransplantation
(subkutan am Arm) (5, 27) spontan be-
ziehungsweise nach Stimulation zwar
zum Hormonanstieg, jedoch nach einem
bestimmten zeitlichen Intervall wieder
zum Estradiolabfall und Gonadotropin-
anstieg. Der ischamisch bedingte Folli-
kelverlust nach der Transplantation stellt
dabei mdoglicherweise eines der Haupt-
probleme dar (25).

Gerade bei hamatogenen und syste-
mischen Neoplasien vermutet man ein

erhohtes Risiko der Retransplantation
von Tumorzellen auf den Rezipienten.
Hinweise daflr zeigten sich bei Lympho-
men im Mausmodell (36), konnten fur
Lymphome beim Menschen bisher aber
nicht betéatigt werden (15, 22). Trotzdem
lasst sich ein gewisses Risiko der Tumor-
zellibertragung nicht ausschlieBen, so
dass es erforderlich ist, Screeningmetho-
den fir die Detektion solcher Tumorre-
ste im Ovarialgewebe vor der Autotrans-
plantation zu entwickeln. Mithilfe ver-
schiedener molekulargenetischer Tech-
niken gibt es hierfiir erste interessante
Ansatze (19, 31).

Ziel der Xenotransplantation in im-
mundefiziente Versuchstiere ware die
Reifung Graafscher Follikel, anschlie-
Rende Follikelpunktion und In-vitro-
Fertilisation. Die Methode konnte das
maogliche Retransplantationsrisiko even-
tuell im Ovarialgewebe vorhandener Tu-
morzellen umgehen und wére eine Opti-

Ovarialgewebe antrale Follikel ent-
wickeln (3 bis 5 mm), aus denen sich Oo-
zyten aspirieren lassen (32) beziehungs-
weise Corpora lutea bilden (17).

Nach subkutaner Xenotransplantati-
on von vitrifiziertem humanem Ovarial-
gewebe in SCID-Mause (Abbildung 2)
Uber drei bis vier Monate fanden sich bis-
her histologisch keine Unterschiede zu
konventionell eingefrorenem/transplan-
tiertem Gewebe (eigene unpublizierte
Ergebnisse).

Fazit

Neben der Chemoprotektion mit
GnRHa vor geplanten Zytostatikathe-
rapien sowie der Transposition der Ova-
rien vor einer Strahlentherapie beste-
hen heute durch die Kryokonservierung
von Zellen und/oder Ovarialgewebe
weitere Moglichkeiten zur Erhaltung

Abbildung 2: Humanes Ovarialgewebe (siehe Pfeil) nach zwolfwdchiger subkutaner Transplan-
tation in eine ovarektomierte SCID- (severe combined immunodeficiency-)Maus

on zum Beispiel fur Patientinnen mit
Kontraindikationen fur eine Hormon-
therapie wie bei einem hormonabhéangi-
gen Tumor. Unklar ist momentan die
hinsichtlich Revaskularisation optimale
Transplantationsstelle. Maoglicherweise
besitzt dabei die intramuskulére Trans-
plantation Vorteile gegentiber der in Stu-
dien bisher meist angewendeten subku-
tanen Lokalisation (13).

Bisher konnte man zeigen, dass sich
in konventionell eingefrorenem und an-
schlieRend subkutan bei immundefizien-
ten Mausen transplantiertem humanem
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der weiblichen Fertilitdt bei onkologi-
schen Patientinnen. Einerseits ist bei
prépubertéaren Patientinnen die Sensiti-
vitét der Germinalzellen geringer, ande-
rerseits bestehen aber auch einge-
schrankte praventive Optionen, da eine
ovarielle Stimulation und Oozytenge-
winnung noch nicht maéglich ist. Abhan-
gigvom Alter, der Grunderkrankung so-
wie dem zeitlichen Intervall bis zu einer
geplanten Operation beziehungsweise
adjuvanten Therapie sollten mit der Pa-
tientin die verschiedenen Wege kritisch
besprochen werden. Am etabliertesten
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ist die ovarielle Stimulation und Folli-
kelpunktion, welche allerdings eine ge-
wisse zeitliche Verzdgerung bis zur The-
rapie der onkologischen Erkrankung
bedeutet. Mittlerweile sind auch die
Uberlebensraten unfertilisiert kryokon-
servierter Oozyten denen von Vorkern-
zellen vergleichbar, sodass das Vorhan-
densein eines Partners keine Grundbe-
dingung mehr darstellt.

Neue Perspektiven ertffnet schon
heute die Kryokonservierung von Ovari-
algewebe, auch wenn noch Unklarheit
Uber seine spéatere optimale Verwendung
besteht. Die Gewinnung pramaturer Zel-
len bei der Dissektion des Gewebes er-
maoglicht einerseits die In-vitro-Maturati-
on dieser Zellen und ihre unbefruchte-
te/befruchtete Kryokonservierung sowie
andererseits die Kryokonservierung des
Ovarialgewebes selber.

Die Autotransplantation hat in ersten
klinischen Anwendungen lediglich zu
einer passageren Hormonsynthese ge-
fahrt. Verbesserungen der Einfrierpro-
tokolle sowie eine Minimierung der
Ischamie lassen jedoch weitere Fort-
schritte erwarten. Solange noch keine
groRtmdagliche Sicherheit hinsichtlich
der Tumorreimplantation gewahrleistet
ist, sollte die Autotransplantation Studi-
en vorbehalten sein. Eine Alternative
wére die Xenotransplantation in Ver-
suchstiere, deren klinische Bedeutung
momentan aber noch begrenzt ist.
Durch die Vitrifikation als Alternative
zur konventionellen Kryokonservie-
rung kénnte auch der zeitliche und ap-
parative Laboraufwand erheblich ein-
geschrankt werden.

Die kritische Beratung Uber die be-
schriebenen fertilitatserhaltenden Mog-

lichkeiten sowie ihre zeitnahe Planung
und Realisierung stellen bei der Vielzahl
von Patientinnen in unterschiedlichen
Fachgebieten, dem oft kleinen Zeitfen-
ster sowie der erforderlichen Logistik ei-
ne interdisziplinare Aufgabe und Her-
ausforderung dar.

Manuskript eingereicht: 21.7.2003, angenommen:
25.9.2003

[Izitierweise dieses Beitrags:
Dtsch Arztebl 2004; 101: A 268—272 [Heft 5]

@

Dié Zahlen in Klammern beziehen sich auf das Literatur-
verzeichnis, das beim Verfasser erhéltlich oder im Internet
unter www.aerzteblatt.de/1it0504 abrufbar ist.

Anschrift flir die Verfasser:

Priv.-Doz. Dr. med. Frank Nawroth
Universitats-Frauenklinik KoIn

Kerpener StralRe 34, 50931 KéIn

E-Mail: Frank.Nawroth@medizin.uni-koeln.de

Kongressbericht

Christian Ell
Hans-Jirgen Brambs
Wolfgang Fischbach

Wolfgang Fleig
Michael Gebel
Volker Grof
Peter Layer
Manfred Stolte
Hubert Zirngibl

Gastro-Update 2003

Kolonkarzinoms zeigt im Vergleich

zur offenen Dickdarmresektion
bessere Akut- und Langzeitergebnisse.
Diese und 1 500 weitere Originalarbeiten
aus dem Jahr 2002 aus allen Bereichen
der gesamten Gastroenterologie ein-
schlielich Bildgebung, Pathologie und
Onkologie wurden im Marz 2003 auf
dem 11. Gastro-Update in Wiesbaden
mehr als 1000 Gastroenterologen vorge-
stellt und gemeinsam diskutiert.

Die laparoskopische Resektion des
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® Refluxkrankheit: Berichte tber ei-
ne familidre Haufung der gastrodso-
phagealen Refluxkrankheit (GERD)
sind bekannt. Diese Untersuchungen
lieBen unbertcksichtigt, ob die beob-
achtete Assoziation auf Gemeinsam-
keiten in Ernédhrungsgewohnheiten und
Lebensstil oder auf einer genetischen
Pradisposition beruht. Eine groRe epi-
demiologische Erhebung in Schweden,
basierend auf dem nationalen Zwil-
lingsregister, hat nunmehr klare Belege

Minimalinvasive Technik

und innovative Medikamente
auf dem Vormarsch in der
Gastroenterologie

fUr die atiopathogenetische Bedeutung
erbracht.

Mehrere Untersuchungen fokussier-
ten auf die extradsophagealen Manife-
stationen der Refluxkrankheit. Sie bele-
gen eindeutig, dass diese weitaus h&u-
figer sind als friher angenommen wur-
de. Sie umfassen dabei ein breites
Spektrum: Sinusitis, Pharyngitis, Laryn-
gitis, Pharynx- und Larynxkarzinom,
chronische Bronchitis, Asthma, chroni-
sche Heiserkeit und Husten, Schlaf-Ap-
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