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Moglichkeiten der Kryokonservierung bei Mann und Frau

Kinderwunsch muss nicht

unerfullt bleiben

HANS VAN DER VEN, BENJAMIN ROSING, KATRIN VAN DER VEN, CHISTHOPH DORN,
EUGENIA ISACHENKO, VLADIMIR ISACHENKO, MARKUS MONTAG

Die Fortschritte in der Behandlung von Tumorerkrankungen er-
moglichen vielen Patienten ein,Leben nach dem Krebs“ —das be-
inhaltet auch die Familienplanung. Chemo- oder Strahlentherapie
konnen die Gonaden (Ovar/Hoden) schadigen und oft ist eine post-
therapeutische Unfruchtbarkeit nicht auszuschlieBen. Eine adaquate
Fertilitatsprophylaxe — fiir Manner und Frauen — kann eine Option
sein, einen spateren Kinderwunsch zu erfullen.

ie Behandlung onkologischer
Patienten umfasst neben dem
operativen Vorgehen oftmals
eine Chemo- und/oder Strahlenthera-
pie. Dank moderner Verfahren iiberlebt
ein hoher Prozentsatz der Betroffenen
seinen Tumor, zunehmend auch junge
Menschen, die sich nach iiberstandener
Krebserkrankung ein Kind wiinschen.
Eine Chemotherapie schidigt bei
10-50% der Patienten die Gonaden-
funktion irreversibel. Speziell bei Frauen
kann eine partielle oder in Abhingigkeit
von Alter und onkologischer Therapie
auch eine vollstindige Schidigung des

Eierstocks nicht ausgeschlossen werden,
was sich dann im vorzeitigen Eintritt der
Menopause duf8ern kann. Die Erfiillung
eines Kinderwunsches wird somit vielen
Paaren verwehrt. In Abhingigkeit von
der individuellen Situation und der zu
Grunde liegenden onkologischen Erkran-
kung bietet nur eine adiquate Fertilitits-
prophylaxe eine Option fiir die spitere
Erfiillung des Kinderwunsches.

Fertilitdtsprophylaxe beim Mann

Die Fertilititsprophylaxe beim Mann
ist im Vergleich zur Frau weniger kom-
plex.

Eine Tumortherapie kann die Fortpflanzungsfahigkeit nachhaltig schidigen. Die
Kryotherapie bietet fiir beide Geschlechter Méglichkeiten der Fertilititsprophylaxe.
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Im Unterschied zum Ovar werden
beim Mann mit Beginn der Pubertit
kontinuierlich Keimzellen neu gebildet.
Obwohl eine Chemo-/Strahlentherapie
die Spermiogenese beeintrichtigt, be-
steht durchaus die Méglichkeit, dass
nach abgeschlossener Tumortherapie
erneut Spermien produziert werden.
Eine Schidigung der Spermiogenese
bis hin zur Azoospermie kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden. Deshalb
sollte vor einer Chemotherapie stets ein
Sperma-Kryodepot angelegt werden. In
spezialisierten Zentren kénnen Sperma-
Kryodepots in der Regel innerhalb we-
niger Tage —notfalls sogar unmittelbar
—angelegt werden, sodass die anstehen-
de Tumortherapie und insbesondere
ein eventuell notwendiger operativer
Eingriff ohne Verzégerung eingeleitet
werden konnen. Neuere Daten zeigen,
dass die Kryokonservierung selbst nach
einer begonnenen Chemotherapie in der
ersten Zeit noch sinnvoll ist.

Ist eine Kryokonservierung nicht
sofort erforderlich, wird den Patienten
die Einhaltung einer zwei- bis fiinf-
tigigen Karenz vor Abgabe einer Sperma-
probe empfohlen. Die Gewinnung wei-
terer Proben kann dann innerhalb der
nichsten zwei bis drei Tage erfolgen.
Aus jeder Probe werden in der Regel
vier bis sechs Kryoportionen angelegt.
Diese Anzahl erscheint zunichst gering,
ist jedoch in Anbetracht der Fortschritte
der assistierten Reproduktion fiir meh-
rere Kinderwunschbehandlungen aus-
reichend.

Erméglicht wird dies durch die so
genannte intrazytoplasmatische Sper-
mieninjektion (ICSI), bei der in jede
Eizelle ein vitales Spermium direke in-
jiziert wird. Damit ist heutzutage auch
bei Patienten mit einer eingeschrinkten
Spermagqualitit eine Kryokonservierung
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vor Tumortherapie stets sinnvoll und eine
realistische Option zur Erfiillung eines
spiteren Kinderwunsches.

Bei Patienten mit Hodentumor kann
unter Umstinden bereits eine sehr starke
Beeintrichtigung der Hodenfunktion bis
hin zur Azoospermie vorliegen. Sind im
Ejakulat keine Samenzellen mehr nach-
weisbar, ist eine Kryokonservierung der
Samenprobe natiirlich nicht sinnvoll.
Hier besteht jedoch die Moglichkeit
— gegebenenfalls auch im Rahmen einer
nachfolgenden operativen Tumortherapie
— Hodengewebe zu entnehmen und auf
die Anwesenheit von testikuliren Sper-
mien zu untersuchen, die dann kryokon-
serviert werden kénnen.

Generell ist es bei geeigneten Lager-
bedingungen méglich, kryokonservierte
Spermien oder testikulires Gewebe iiber
viele Jahre aufzubewahren, ohne dass de-
ren Vitalicdt und Befruchtungsfihigkeit
darunter leidet. Auch wenn die Spermi-
enproduktion nach abgeschlossener Tu-
mortherapie wieder einsetzt, sollte eine
Schwangerschaft erst ca. zwei Jahre nach
Abschluss der Chemotherapie angestrebt
werden. Spitestens zwei Jahre nach einer
Tumortherapie kann ein Kontrollsper-
miogramm durchgefiihrt werden um
in Abhingigkeit des Befundes iiber die

Notwendigkeit einer weiteren Lagerung

Therapieempfehlungen zum Fertilitatserhalt bei Patientinnen mit Malignom am

Universitatsklinikum Bonn

der kryokonservierten Spermaproben
zu entscheiden.

Fertilitatsprophylaxe bei der Frau

Im Unterschied zur kontinuierlichen
Spermiogenese beim Mann, wird die An-
zahl der Eizellen in den Ovarien bereits
wihrend der Fetalentwicklung festgelegt.
Die maximale Anzahl von sieben Milli-
onen wird im Fetus in der 20. Woche
erreicht und reduziert sich bereits bis zur
Geburt auf zwei Millionen. Diese konti-
nuierliche Abnahme setzt sich nach der
Geburt bis zur Menopause fort. Eine
spitere Neubildung von Eizellen erfolgt
nicht. Ein durch Chemo- bzw. Strahlen-
therapie geschidigter Eizell-Follikelpool
kann nicht wieder neu aufgefiillc werden.
Bei der Frau ist eine Fertilitdtsprophylaxe
aus diesem Grund die einzige Option,
um mogliche Auswirkungen einer Tu-
mortherapie auf das Ovarialgewebe und
die Funktion des Ovars zu vermeiden.
In Abhingigkeit von der individuellen
Situation der Patientin stehen hierfiir
mehrere Behandlungsméglichkeiten zur

Verfiigung (siche Grafik).

— Gabe von GnRH-Analoga

Eine Option ist, die Ovarien durch Gabe
von GnRH-Analoga voriibergehend ru-
hig zu stellen; die Schidigung der Gona-

den durch die Chemotherapie kann so
moglicherweise reduziert werden [Falco-
ne et al. 2004]. Die Beobachtung, dass
bei pripubertiren Midchen die Ovarien
fiir gonadotoxische Effekte einer Che-
motherapie weniger empfindlich sind,
fithrte zu dem Versuch diesen Zustand
am adulten, zyklisch aktiven Ovar zu
simulieren. Ob eine ,,pharmakologische
Kastration“ mit GnRH-Analoga/Ant-
agonisten allerdings die Chemothera-
pie-induzierte Apoptose der primordialen
Follikel in ausreichendem Mafe aufhal-
ten kann, ist nicht sicher bestitigt. Die
weibliche Fertilitit ist durch die Gréfle
des erhaltenen Follikelpools bestimmt.
Die Anzahl der primordialen Follikel ist
in vivo nur schwer einzuschitzen und die
Dauer eines mdglichen Fertilititserhalts
nicht sicher frither zu prognostizieren

[Blumenfeld & Haim 1997].

— Transposition der Ovarien vor
Strahlentherapie

Alternativ kann bei einer Strahlenthe-
rapie das Ovar operativ voriibergehend
aus dem Bestrahlungsfeld transponiert
werden [Seli & Tangir 2005]. Beim Zer-
vixkarzinom, Vaginalkarzinom und bei
Lymphomen kann eine Bestrahlung des
kleinen Beckens indiziert sein. Eine Ver-
lagerung der Ovarien aus dem Bestrah-
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lungsfeld reduziert den gonadotoxischen
Effekt der Bestrahlung,.

Die operative Verlagerung der Ova-
rien kann laparoskopisch erfolgen. Dabei
werden die Ovarien mobilisiert und la-
teral und kranial der Spina iliaca an der
Abdomenwand fixiert. Die riumliche
Bezichung zu den Fimbrientrichtern
der Tuben ist dabei zu bewahren. Ein
aktinischer Schaden des im Strahlenfeld
verbleibenden Uterus kann mit gestei-
gerten Abortraten und hiufigerer fetaler
intrauteriner Wachstumsretardierung
einhergehen.

— Hormonelle Stimulation zur
Gewinnung reifer Eizellen

Wenn eine Tumortherapie nicht akut
eingeleitet werden muss, kénnen theo-
retisch vorher Eizellen gewonnen wer-
den. Dieses Vorgehen beinhaltet eine
hormonelle Stimulation unter der sich
bestenfalls maximal 15-20 Follikel bil-
den. Die reifen Eizellen kdnnen je nach
individueller Situation befruchtet oder
unbefruchtet eingefroren werden. Eine
direkte Verwendung der Eizellen durch
In-vitro-Fertilisation oder intrazytoplas-
matische Spermieninjektion (ICSI) setzt
das Vorhandensein eines Lebenspartners
voraus. Durch den spiteren Transfer
so entstandener Embryonen wird eine
Schwangerschaftsrate von maximal 30%
erzielt.

Ein wesentlicher Nachteil der Ver-
wendung kryokonservierter, unbefruch-
teter oder befruchteter Eizellen ist die
verhiltnismiflig geringe Anzahl der ins-
gesamt verfligbaren Eizellen. Auflerdem
ist zu beachten, dass die hormonelle Sti-
mulation bei bestimmten hormonabhiin-
gigen Tumoren kontraindiziert ist.

Insgesamt erfordert die hormonelle
Stimulation einschliefllich Eizellgewin-
nung und anschlieender Kryokonservie-
rung ein zyklusabhingiges Zeitintervall
von 14 Tagen bis sechs Wochen. Die
Erfolgsraten sind im Wesentlichen von
der ovariellen Stimulation, dem Alter der
Frau und der Anzahl und Qualitit der
Eizellen abhingig.

— In-vitro-Maturation

Um eine Hormonbehandlung zur ova-
riellen Stimulation zu vermeiden, kon-
nen mit einem neueren Verfahren un-
reife Eizellen ohne vorherige Stimulation
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gewonnen werden, die in vitro zu einer
befruchtungsfihigen Metaphase-I1-Eizel-
le gereift (maturiert) und anschlieffend
kryokonserviert werden kénnen. Friihere
Entwicklungsstufen der Eizellen sind in
groferer Anzahl verfiigbar und kénnen
mit der so genannten Vitrifikation einge-
froren werden [Isachenko et al. 2006].
Dieses Vorgehen bietet mehr Fle-
xibilitit beziiglich der Partnerwahl und
des Zeitpunktes der Verwendung. Diese
Vorteile werden aber mit einer deutlich
niedrigeren Befruchtungs- und Schwan-
gerschaftsrate erkauft. Eine mégliche
Auswirkung der In-vitro-Maturation auf
die genetische Qualitit der Eizellen ist
noch nicht hinreichend untersucht. Die
betroffenen Patientinnen miissen daher
iiber den experimentellen Charakter die-

ser Behandlungsform umfassend beraten
werden [Lobo 2005].

— Kryokonservierung von
Ovarialgewebe

Das zur Fertilititsprophylaxe zurzeit am
hiufigsten eingesetzte Verfahren ist die
laparoskopische Entnahme eines ganzen
Ovars oder eines Teils aus dem Ovar-
kortex fiir eine nachfolgende Kryokon-
servierung. Nach Entnahme kann das
Gewebe direkt weiter bearbeitet werden
oder auch mit speziellen Transportbehil-
tern zu einem auf die Kryokonservierung
von Ovargewebe spezialisierten Zentrum
mit angeschlossener Kryobank tiberfiihrt
werden.

Ein ganzes Ovar kann nach Perfusion
mit Kryoprotektoren in toto eingefroren
werden. Bei der Entnahme von Ovarial-
kortex werden aus diesem kleine Strei-
fen geschnitten, mit Kryoprotektoren
versetzt und ebenfalls kryokonserviert.
Uber das beste methodische Vorgehen
der Aufbereitung des Ovarialgewebes
besteht zurzeit noch keine Einigkeit.

Bei der Kryokonservierung unter-
scheidet man zwei Verfahren: Das lang-
same Einfrieren und die Vitrifikation.
Beim langsamen Einfrieren werden die
Proben iiber einen lingeren Zeitraum
auf -30°C abgekiihlt und anschlieffend
in fliissigen Stickstoff iiberfithrt. Im
Gegensatz dazu ist die Vitrifikation ein
ultraschnelles Verfahren, bei der die Pro-
ben mit einer hoheren Konzentration an
Kryoprotektoren direke in den fliissigen
Stickstoff eingetaucht werden.

Beide Verfahren werden zurzeit fiir
das Einfrieren von Ovarialgewebe ein-
gesetzt. Eine genaue Beurteilung der
Effizienz verschiedener Kryokonservie-
rungstechniken ist heute noch nicht ab-
schliefend méglich [Montag et al. 2005].
In unserem Bonner Konzept zur Fertili-
titsprophylaxe bei onkologischen Pati-
entinnen wird daher das Gewebe anteilig
sowohl vitrifiziert als auch mit konventi-
onellen Protokollen eingefroren, um den
Patientinnen unterschiedliche Optionen
fiir die Zukunft offen zu halten.

Bei der Aufklirung der Patientin-
nen muss ausdriicklich auf den zurzeit
experimentellen Charakter dieses Vor-
gehens hingewiesen werden. Bisher wur-
den weltweit nach Kryokonservierung
von Ovarialgewebe und anschlieffender
Re-Transplantation erst zwei Kinder
geboren. Die Méglichkeit aus den pri-
mordialen Follikeln des Ovarialgewebes
durch eine vollstindige in vitro Matura-
tion reife, befruchtungsfihige Eizellen
zu gewinnen gelang bisher nur in weni-
gen Einzelfillen im tierexperimentellen
Bereich. Die Anwendung der vollstin-
digen in vitro Reifung von Eizellen aus
zuvor kryokonserviertem Ovarialgewebe
ist beim Menschen derzeit noch nicht
mdglich.

Damit ist aus reproduktionsmedi-
zinischer Sicht die Kryokonservierung
von Ovarialgewebe bei onkologischer
Indikation bislang keine etablierte
Standardmethode. Insbesondere sollte
das Verfahren nur an oder in Zusam-
menarbeit mit spezialisierten Zentren
angeboten werden. Da das Gewebe
unter Umstinden erst nach mehreren
Jahren fiir eine spitere Transplantati-
on Verwendung findet, miissen an den
gesamten Verfahrensablauf sehr hohe
Anforderungen an Einfrier- und Lager-
bedingungen, Sicherheit und Sterilitit
gestellt werden.

Anforderungen an das
»Kryobanking“

Mit der Kryokonservierung und Langzeit-
lagerung von Patientenproben (Eizellen,
Samenzellen, Ovargewebe, Hodengewe-
be) fiir eine spitere therapeutische Nut-
zung {ibernimmt die beteiligte Kryobank
eine hohe Verantwortung. Insbesondere
bei onkologischen Patienten muss von
einer mehrere Jahre dauernden Lagerung
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ausgegangen werden. Fiir diesen Zeitraum
muss die Sicherheit der Proben garantiert
werden. Geeignete Riumlichkeiten und
adiquate Systeme zur Uberwachung der
Tieftemperaturlagerung sind eine Grund-
voraussetzung. Die Proben selbst miissen
in dicht schlielenden Behiltern aufbe-
wahrt werden. Weitere Anforderungen
ergeben sich aus einer neuen Direktive
der Europiischen Union (204/23/EC),
die beispielsweise fiir jeden Patient eine
serologische Untersuchung auf HIV 1
und 2 sowie Hepatitis B und C verlangt.
Des Weiteren muss speziell bei Ovarge-
webe die Richtlinie zur Transplantation
beachtet werden.

Der Aufbau einer Kryobank ist mit
hohen Investitionen verbunden. Der fort-
laufende Unterhalt, die Beschaffung der
grundlegenden Patientendaten von allen
beteiligten Disziplinen und die logistische
Verwaltung der Patientenproben miissen
langfristig sichergestellt werden. Fiir die
spitere therapeutische Verwendung von
Ovargewebe ist eine begleitende, Patien-
ten-orientierte Forschung unabdingbar.
An unserer Kryobank wurde hierzu u.a.
die Stelle eines Biologen mit kryobiolo-
gischem Schwerpunkt geschaffen. Die
Komplexitit legt die Griindung von
interdiszipliniren, Netzwerk-dhnlichen
Strukturen nahe um die Behandlung fiir
Therapeut und Patient optimal und nach
dem jeweiligen aktuellen wissenschaftli-
chen Kenntnisstand zu gestalten.

Fazit

Die Fortpflanzungsfihigkeit nach Tu-
mortherapie kann bei Minnern in hohem
Mafle gewihrleistet werden. Bei Frauen
stehen mehrere Moglichkeiten zur Fertili-
tdtsprophylaxe zur Verfligung, die jedoch
teilweise experimentell sind und eine si-
chere Erfiillung eines spiteren Kinder-
wunsches nicht garantieren kénnen. Die
Entscheidung, welche Behandlung der
individuellen Situation einer Patientin
am Besten gerecht wird, muss in einem
personlichen Gesprich getroffen werden
und erfordert eine intensive interdiszip-
linire Kommunikation u.a. von Onko-
logen, Strahlentherapeuten und Repro-
duktionsmedizinern. Insbesondere die
Kryokonservierung von Ovarialgewebe
und die spitere Verwendung kann zur-
zeit noch nicht als eine Routinemethode
angesehen werden.
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Supportive MaBnahmen in der Onkologie
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(MASCC) zum Behandlungsmanagement.
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