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Ovarialtoxische Wirkung ver-
schiedener Chemotherapeutika

Ob eine chemotherapieinduzierte Ame-

norrho bei onkologischen und nichton-

kologischen Patientinnen schlussendlich

hervorgerufen wird, hdngt von verschie-

denen Pradiktoren ab, wie

== dem Chemotherapieregime (Dosie-
rung und Applikationsform) und der
Substanz selbst,

== der Dauer der applizierten Therapie,

== dem Alter der Patientin zum Behand-
lungsbeginn und von

== chemotherapeutisch begleitenden
Therapien (Radiotherapie im Bereich
des kleinen Beckens oder chirurgi-
sche Eingriffe an den Ovarien, die
ohnehin zu einer Reduktion des
Oozytenpools fiihren; [1]).

In @ Abb. 1 finden sich im Uberblick che-
motherapeutische Regime/Substanzen,
angeordnet nach einem Ampelprinzip,
welches damit vereinfacht die Risiko-
gruppen fiir eine mogliche Schadigung
der Gonaden, der Entwicklung einer
permanenten Amenorrhd, darstellt. Die
Kryokonservierung von gonadalen Zel-
len sollte somit, in welcher Form auch
immer, vor allem Patientinnen mit ei-
nem hohen und intermediéren Risiko fiir
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S2k-Leitlinie: Fertilitats-
erhaltende Mal3nahmen bei
onkologischen Erkrankungen

Kryokonservierung von Keimzellen -
Maoglichkeiten und Techniken bei Madchen
und Frauen im fertilen Alter

eine therapieinduzierte vorzeitige per-
manente Amenorrh6 angeboten werden
(roter und gelber Kasten). Aber auch Pa-
tientinnen mit einem niedrigen Risiko
fur eine permanente Amenorrho (hell-
griiner und griiner Kasten) bediirfen
entsprechender Optionen zum Fertili-
tatserhalt. Dabei sollte berticksichtigt
werden, dass ein Risiko fiir ein vorzei-
tiges Ovarialversagen (POI) von <20%
bedeutet, dass dennoch jede fiinfte Frau,
die eines dieser Chemotherapieregime
erhilt, Gefahr lauft, ein solches POI zu
entwickeln [2] - insbesondere, wenn sie
sich bereits im fortgeschrittenen ferti-
len Alter befindet oder eine reduzierte
Opvarialreserve nachweisbar ist.

Die Leitlinie [1] legt sich dazu auf die
folgenden konsensbasierten Empfehlun-
gen und das konsensbasierte Statement
mit jeweils einer sehr starken Konsen-
susstirke von +++ fest (Zustimmung von
>95% der Teilnehmer):
== ,Frauen, die Chemotherapeutika

mit potenziell gonadotoxischer

Dosis erhalten, sollen iiber das

Risiko einer Ovarialinsuffizienz und

fertilitdtserhaltende Mafinahmen

aufgekliart werden (Konsensbasierte

Empfehlung 2.E2)“
== ,Die negative Auswirkung der Gona-

dotoxizitit von Chemotherapeutika

steigt mit dem Alter der Patientin
an. Nicht alle Patientinnen einer
Altersgruppe mit einem definier-
ten Therapieschema entwickeln die
gleiche Fertilitatsstorung (Konsens-
basiertes Statement 2.53)“

Radiotoxizitat und Ovarial-
insuffizienz

Bei einer bevorstehenden Radiotherapie
im Bereich der Ovarien ist eine Scha-
digung das gonadalen Gewebes im Ver-
gleich zu der Applikation verschiedener
Chemotherapeutika nicht weniger zu er-
warten. Die in diesem Themenheft von
Der Gyndkologe abgehandelte S2k-Leitli-
nie beschreibt bereits ab einer Strahlen-
dosis von 3 Gray (Gy) eine erhebliche
schadigende Wirkung auf die im Ovar
vorhandenen Follikel und deren beher-
bergende Oozyten. Die effektive sterili-
sierende Dosis (ESD) nimmt dabei mit
zunehmendem Alter ab (8 Tab. 1) - be-
griindet durch den Verlust der Quantitit
und Qualitit der noch im Ovarialkortex
vorhandenen Oozyten.

Folgende konsensbasierte Statements
mit schlussfolgernder konsensbasierter
Empfehlung mit jeweils einer sehr star-
ken Konsensusstirke von +++ findenssich
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Risiko Regime/Substanz
e CMF, CEF, CAF, TAC x 6 bei Frauen > 40 Jahre
Hohes Risiko e Konditionierung fiir Stammzelltransplantation
(insbesondere Alkylantien-basierte myeloablative
(>80 %iges Risiko fiir eine Konditionierung mit Busulfan, Cyclophosphamid,
permanente Amenorrhoe) Melphalan)
e BEACOPP x 6-8 bei Frauen > 35 Jahre
e CMF, CEF, CAF, TAC x 6 bei Frauen 30-39 Jahre
Intermedisres Risiko e ACx 4 bei Frauen 240 Jahre
e ACoder ECx4 - Taxan
(40-60 %iges Risiko fiir eine e BEACOPP x 6-8 bei Frauen 25-35 Jahre
permanente Amenorrhoe) e CHOP x 6 bei Frauen 2 35 Jahre
e Knochen- und Weichteilsarkom-typische Therapie
e CMF, CEF, CAF, TAC x 6 bei Frauen < 30 Jahre
e ACx4 bei Frauen <40 Jahre
e BEACOPP x 6-8 bei Frauen < 25 Jahre
Niedriges Risiko e ABVDx2-4
(< 20 %iges Risiko filr eine e CHOP x 6 bei Frauen < 35 Jahre
permanente Amenorrhoe) o @
e AML-typische Therapie (Anthrazyklin/Cytarabin)
e ALL-typische Therapie (multi-agent)
e FOLFOX bei Frauen < 40 Jahre
Sehr niedriges oder kein Risiko * Methotrexat
fiir eine permanente  Fluorouracil
Amenorrhoe e Vincristin

Abb. 1 A Ovarialtoxische Wirkung verschiedener Chemotherapeutika. (Mod. aus [1], DGGG S2k-Leit-
linie zum Fertilitétserhalt [AWMF Nr.015/08] von 07/2017). ABVD Doxorubicin, Bleomycin, Vinblastin,
Dacarbazin, AC Doxorubicin, Cyclophosphamid, ALL akute lymphatische Leukdmie, AML akute mye-
loplastische Leukdamie, AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachge-
sellschaften, BEACOPP Bleomycin, Etoposid, Doxorubicin, Cyclophosphamid, Vincristin, Procarbazin,
Prednison, CAF Cyclophosphamid, Adriamycin, Fluorouracil, CEF Cyclophosphamid, Epirubicin, 5-Flou-
rouracil, CHOP Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon, CMF Cyclophosphamid, Me-
thotrexat, 5-Fluorouracil, CVP Cyclophosphamid, Vincristin, Prednison, DGGG Deutsche Gesellschaft
fir Gynakologie und Geburtshilfe, FOLFOX Folinsaure (Leucovorin), 5-Fluorouracil, Oxaliplatin

dazu in der Leitlinie [1] im Bereich Ra-

diotoxizitit und Ovarialinsuffizienz:

== ,Frauen kénnen abhingig von Strah-
lendosis, Alter bei Exposition und
bestrahltem Volumen der Ovarien
eine Ovarialinsuffizienz erleiden
(Konsensbasiertes Statement 2.54)

==, Patientinnen mit einer Strahlenthe-
rapie unter Einschluss der anatomi-
schen Lage der Ovarien sollen iiber
das Risiko der Ovarialschidigung
aufgeklart und auf die Moglichkeit
fertilititserhaltender Mafinahmen
hingewiesen werden (Konsensbasier-
te Empfehlung 2.E3)“.

Endokrine Therapien und
Fertilititsminderung

Der Einsatz dieser Therapieoption fiihrt
zu einer Fertilititsminderung durch den
nicht minder zu bewertenden Faktor
Zeit. Durch die zumeist sehr lange Dau-
er der Behandlung (5-10 Jahre bei z.B.
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einem hormonrezeptorpositivem Mam-
makarzinom) verschiebt sich nicht selten
die Erfiillung des Kinderwunsches in ei-
ne Lebensphase, in welcher bereits eine
reduzierte Ovarialreserve vorliegt [1].
Mit der quantitativen Abnahme geht
ebenfalls eine altersabhiangige Quali-
tatseinbufle der Oozyten einher. Diese
zeigt sich vorwiegend in chromosoma-
len Auffalligkeiten [3, 4], hauptsichlich
aufgrund von sog. Non-Disjunctions bei
Spindeldefekten bzw. altersabhingigen
degenerativen Erscheinungen des Spin-
delapparates [5, 6], die zu numerischen
Chromosomenaberrationen, wie Mono-
oder Trisomien im Embryo fithren und
damit ein geringeres Entwicklungspo-
tenzial bei Pra- und Postimplantations-
embryonen verursachen [5-7]. Wahrend
die Kklinische Schwangerschaftsrate bei
Frauen bis zum 37. Lebensjahr bei na-
hezu 35 %, also iiber einem Drittel liegt,
sinkt sie ab dem 38. Lebensjahr deutlich
ab. Eine 40-jihrige Frau hat noch eine

Wahrscheinlichkeit von ca. 25% pro
Transfer, eine 44-jihrige Frau jedoch
nur noch eine Wahrscheinlichkeit von
8,5% [7]. Die altersabhingige Reduk-
tion zeigt sich insbesondere auch bei
den Geburtenraten, die bei einer 35-
jahrigen Frau bei 27 % liegen, bei einer
40-jahrigen Frau bei 15% und bei ei-
ner 44-jahrigen Frau lediglich bei 3,2%
pro Embryotransfer. Im gleichen Mafd
wie die Eizellqualitit abnimmt, steigt
die Fehlgeburtenrate altersabhingig an.
Insbesondere ab dem 40. Lebensjahr en-
den iiber 32 % der Schwangerschaften in
einer Fehlgeburt, ab dem 44. Lebensjahr
sogar mehr als die Halfte [7].

Mit einer starken Konsensusstirke
von ++ (Zustimmung von >75-95 % der
Teilnehmer) wurde somit in [1] eine
konsensbasierte Empfehlung zu Patien-
tinnen aus dieser Behandlungsgruppe
erlassen:
== Patientinnen, die eine (...) zielge-

richtete Therapie erhalten, sollten

iiber das unklare Risiko einer Ovari-
alinsuffizienz und fertilitdtserhalten-
de Mafinahmen aufgekliart werden

(Konsensbasierte Empfehlung 2.E7) .

Diese Empfehlung wird insbesondere
bei den Mammakarzinompatientinnen
durch die aktuelle Empfehlungen der
Arbeitsgemeinschaft ~ Gynikologische
Onkologie e. V. (AGO) gestiitzt [8] und
durch die Deutsche Krebsgesellschaft,
in deren Zertifizierungsanforderungen
fiir Brustzentren die fertilititsprotektive
Beratung mittlerweile ein fester und
dokumentierungspflichtiger Bestandteil
ist [9].

Kryokonservierung von
(un)fertilisierten Oozyten zum
Fertilitatserhalt

Die Kryokonservierung von unfertili-
sierten und die Kryokonservierung von
fertilisierten Oozyten (im Vorkernsta-
dium) sind weltweit bestens etablierte
und standardisierte Techniken der as-
sistierten Reproduktionsmedizin, die
somit auch sicher bei Patientinnen vor
einer fertilititsschidigenden- oder min-
dernden Therapie angewendet werden
konnen [10, 11]. Allerdings ist hier zu
beriicksichtigen, dass die postpuberti-



Zusammenfassung - Abstract

re Patientin ein tatsichlich dafiir noch
passendes Zeitfenster bis zum Beginn
ihrer gonadotoxischen Therapie haben
muss — ndmlich 14-16 Tage sowie als
weitere Grundvoraussetzung ein gutes
zu erwartendes Ansprechverhalten auf
eine dafiir notwendige Hormonstimu-
lationstherapie. Diese kann mittlerweile
dank moderner Protokolle zu jedem Zy-
klustag gestartet werden (,random start
stimulation; [11-14]), im Durchschnitt
koénnen dabei bei 31- bis 35-jahrigen
Patientinnen ca. 13 Oozyten gewonnen
werden. Mit zunehmendem Alter nimmt
die Anzahl und auch der Erfolg, der aus
dieser Methode hervorgehen kann, deut-
lich ab (s. Abschn. Endokrine Therapien
und Fertilititsminderung).

Was die Kryokonservierung selbst an-
belangt, sind 2 verschiedene Einfrierme-
thoden verfigbar:
== das langsame Einfrierverfahren,

Slow-Freezing (ein Kryokonservie-

rungsverfahren mit Aquilibrierung)

und
== die Vitrifikation (ein ultraschnelles

Einfrierverfahren ohne Aquilibrie-

rung).

Beide Methoden erfiillen trotz ihrer un-
terschiedlichen Protokolle und Anwen-
dungsweisen dieselbe Funktion [15]: ei-
ne reversible Arretierung des Oozyten-
metabolismus bei -196 °C, die Erhaltung
von Struktur und genetischer Integritit
der Keimzelle, akzeptable Uberlebensra-
ten nach Kryokonservierung und Auf-
tauen sowie reproduzierbare Ergebnisse.

Historisch gesehen ist das Slow-
Freezing, bei dem die kontrollierte Her-
stellung und die Aufrechterhaltung eines
Aquilibriums zwischen dem intrazellu-
liren Wasser und dem nicht gefrore-
nen Wasser im niedrig konzentrierten
Kryoprotektivum verfolgt wird, die am
lingsten durchgefiihrte Methode, die sich
durch den Einsatz von Einfrierautomaten
mit einer hohen reproduzierbaren Er-
folgsrate auszeichnet. Wihrend der lang-
samen, genau festgelegten Abkiithlung,
bei der es zum vorsichtigen Austausch
von dem Wasser der Oozyte/des Game-
ten mit dem kommerziell eingesetzten
Kryoprotektivum kommt (deshalb Aqui-
librierungsverfahren), werden eine in-
trazelluldre Eiskristallbildung und somit
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Frauen im fertilen Alter

Zusammenfassung

Onkologische und nichtonkologische
Erkrankungen kdnnen die gegenwartige
oder zukunftige Fertilitat beeintrachtigen,
entweder durch die Krankheit selbst oder
durch notwendig chirurgische Eingriffe,
hormonelle und/oder gonadotoxische
Behandlungen. Sie erfordern damit einen
adaquaten fertilitatsprotektiven Ansatz —
sprich eine unbedingte Beratung und, wenn
die Voraussetzungen gegeben sind, auch eine
entsprechende fertilitatsprotektive Therapie.
Die Kryokonservierung von Oozyten stellt
zumeist die Methode der ersten Wahl bei
postpubertdren Frauen dar. Metaphase-II-
Oozyten-Kryokonservierung mittels Vitrifika-
tion ist dabei die bevorzugte und empfohlene
Option. Aber auch der kumulative Nachweis
der Wiederherstellung der endokrinen
Ovarialfunktion und der daraus resultie-
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S2k-Leitlinie: Fertilitidtserhaltende MaBnahmen bei
onkologischen Erkrankungen. Kryokonservierung von
Keimzellen — Mdglichkeiten und Techniken bei Madchen und

renden spontanen bzw. nach orthotoper
Transplantation von kryokonserviertem
Ovarialgewebe und Einsatz unterstiitzender
assistierter reproduktionsmedizinischer
Techniken resultierenden Schwangerschaften
und Geburten spricht fiir diese Methode als
offene klinische Anwendung - insbesondere
bei prapubertdren Madchen, die nicht minder
von keimzellschddigenden Behandlungen
betroffen sind als adoleszente oder adulte
Patientinnen im fertilen Alter und bei denen
keine andere nachweislich wirksame Option
zum Fertilitatserhalt derzeit verfiigbar ist.

Schliisselworter

Slow-Freezing - Krebserkrankung - Chemo-
therapie - Bestrahlung - Keimzellschddigung -
Beratung - Leitlinie

Abstract

Oncological and nononcological diseases
can affect current or future fertility, either
through the disease itself or through
necessary surgery, hormonal and/or
gonadotoxic treatments. They therefore
require an adequate fertility-protective
approach—i.e. counselling is essential and,
if the prerequisites are met, an appropriate
fertility-protective therapy. Cryopreservation
of oocytes is usually the first-choice method
for postpubertal women. Metaphase |l
oocyte cryopreservation by vitrification is
the preferred and recommended option.
However, cumulative evidence of restoration
of ovarian endocrine function and resulting
spontaneous pregnancies and births, or

S2k guideline: fertility-protective measures in oncological
diseases. Cryopreservation of germ cells—possibilities and
techniques for girls and women of reproductive age

after the use of assisted reproductive
techniques, after orthotopic transplantation
of cryopreserved ovarian tissue also advocates
this method as an open clinical application,
especially in prepubertal girls who are

no less affected by germ cell-damaging
treatments than adolescent or adult patients
of reproductive age and for whom no other
possible option for fertility preservation is
currently available.

Keywords

Slow freezing - Cancer - Chemotherapy - Ra-
diotherapy - Germ cell damage - Counseling -
Guideline

eine irreversible Zellstrukturschidigung
kontrolliert verhindert [16].

Die jiingere Methode, die Vitrifikati-
on, erzielt bei sorgfiltiger Anwendung
gleiche bis hohere Ergebnisse im Ver-
gleich zum langsamen Einfrierverfahren.
Das Ausbleiben einer intrazelluldren Eis-
kristallbildung wird durch die Uberfiih-

rung der Oozyte von einem fliissigen in
einen amorphen, glasférmigen Zustand
moglich. Um innerhalb der Oozyte und
extrazelluldr jedoch diese glasdhnliche
Solidifikation erreichen und toxische so-
wie osmotische Verletzungen minimie-
ren zu konnen, miissen extrem hohe Ab-
kiihlraten, hochkonzentrierte kommer-
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Tab.1 Radiotoxizitat und Ovarialinsuf-

fizienz. (Mod. aus [1]: DGGG S2k-Leitlinie

zum Fertilitatserhalt [AWMF Nr.015/08] von
07/2017)

Effektive sterilisieren- Ovarielle
de Dosis (ESD) Strahlendo-
sis (Gy)

Keine relevanten Effekt 0,6
Keine relevanten Effekte 1,5

mit <40 Jahren

0 Jahre 20,3
10 Jahre 18,4
20 Jahre 16,5
30 Jahre 14,3
40 Jahre 6

DGGG Deutsche Gesellschaft fir Gynékolo-
gie und Geburtshilfe, AWMF Arbeitsgemein-
schaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften

zielle Kryoprotektiva (Einsatz einer Mix-
tur aus permeablen und nichtpermeablen
Kryokonservierungsmitteln, die aufler-
dem die spezifische Toxizitit jeder einzel-
nen Komponente erniedrigen) und mi-
nimale Volumina (im Nanoliterbereich)
verwendet werden [15]. Bei der Vitrifika-
tion unterscheidet man zusdtzlich 2 An-
wendersysteme, die sich auf den Zell-
trager beziehen: ein offenes und ein ge-
schlossenes System. Ein offenes System
stellt dabei den direkten Kontakt der ein-
zufrierenden Zelle mit fliissigem Stick-
stoffher, wodurch sehr hohe Abkiihlraten
erzielt werden konnen. Es besteht jedoch
durch die ,offene” Lagerung ein theore-
tisches Risiko der Kontamination und
Infektion. Ein geschlossenes System um-
geht dieses Risiko komplett, allerdings
werden hierbei etwas geringere Abkiihl-
raten im Vergleich zum offenen System
erreicht, was sich ggf. nachteilig auf die
Uberlebens- und auch Entwicklungsra-
te der vitrifizierten Gameten nach dem
Auftauen auswirken konnte.

Kryokonservierung von
unfertilisierten Oozyten

Das Einfrieren der besonders kryosen-
sitiven unfertilisierten Oozyten stellte in
der Vergangenheit die grofite Herausfor-
derung bei Kryokonservierungsverfah-
ren von gonadalen Zellen dar. Dies ist
auf ihre geringe Membranpermeabilitit,
ihre Grofle (130 um), ihren enorm hohen

| Der Gyndkologe

Tab. 2

Erfolgsraten nach Vitrifikation unfertilisierter Oozyten. (Mod. aus [1]: DGGG S2k-Leitlinie

zum Fertilitatserhalt [AWMF Nr.015/08] von 07/2017)
Uberlebensrate pro unbefruchteter Oozyte nach Kryokonservierung/Auftauen

Fertilisierungsrate pro unbefruchteter Oozyte nach Kryokonservierung/Auftauen

Klinische Schwangerschaftsrate
Fehlbildungsrate

80-90%
76-83%
44,9 %
1,3%

DGGG Deutsche Gesellschaft fir Gyndkologie und Geburtshilfe, AWMF Arbeitsgemeinschaft der

Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften

Wassergehalt (Gefahr der intrazelluldren
Eiskristallbildung bei falschem Hand-
ling) sowie das Vorhandensein des noch
intakten Spindelapparates durch die
unvollendete Meiose zuriickzufiithren.
Nach den aktuellen Leitlinien (ASCO
[American Society of Clinical Oncology],
[17]; ESHRE/ASRM [European Society
of Human Reproduction and Embryo-
logy/American Society for Reproductive
Medicine], [18]), nationalen wie inter-
nationalen Empfehlungen [19, 20] und
der hier thematisch abgehandelten S2k-
Leitlinie zum Fertilitdtserhalt [1] gilt
die Vitrifikationsmethode als die Stan-
dardmethode zur Kryokonservierung
von unfertilisierten Oozyten. Zuriick-
zufithren ist dies auf die Tatsache, dass
sich unfertilisierte Oozyten nach Slow-
Freezing nur sehr schlecht befruchten
lieRen bei generell schlechteren Uber-
lebensraten nach Auftauen - und dass
somit Fertilitdtsprotektion durch die
Kryokonservierung von unbefruchteten
Oozyten eigentlich erst nach Einfithrung
der Vitrifikation wirklich sinnvoll wurde.
Die in der Leitlinie [1] verdffentlichten
Erfolgszahlen nach Verwendung der Vi-
trifikation sind in @Tab. 2 dargestellt
und auf damals publizierte Arbeiten [21,
22] zuriickzufithren.

Zieht man aktuellere Zahlen aus der
Arbeitsgruppe von Cobo et al. [23]
hinzu, dann zeigen sich fir die Vitrifika-
tion (B Tab.2) noch einmal verbesserte
Uberlebensraten nach Kryokonservie-
rung/Auftauen von 80-95%, klinische
Schwangerschaftsraten nach ICSI (intra-
zytoplasmatischer ~ Spermieninjektion)
pro Embryotransfer von im Durchschnitt
30% (10-59 %) und eine kumulative Le-
bendgeburtenrate von im Durchschnitt
33% (6-62%). Die Erfolgsraten (ins-
besondere die Lebendgeburtenrate pro
Eizelle) korrelieren, wie bereits eingangs
beschrieben, streng mit dem Alter der

Patientinnen. Patientinnen <36 Jahre
erzielen bessere Ergebnisse als iltere
Patientinnen [23-25], zumal im fortge-
schrittenen Alter auch die Anzahl der
zu gewinnenden Oozyten aufgrund der
altersbedingten Reduktion der Ovarial-
reserve sinkt.

» Die Erfolgsraten der
Vitrifikationstechnik sind
abhangig von der sicheren
Handhabung des Anwenders

Unabhingig von den oben genann-
ten Faktoren korrelieren zusitzlich die
Erfolgsraten streng mit dem Anwen-
der, d.h.: Die guten Erfolgsraten nach
Vitrifikation kénnen nur generiert wer-
den bei einer geiibten und sicheren
Handhabung der Kryokonservierungs-
technik [21, 26]. Eine unsachgemifle
bzw. unsichere Durchfithrung im Ein-
frier- und/oder Auftauprozess sowie die
Nichteinhaltung der strengen Zeitvor-
gaben wihrend der einzelnen Inkubati-
onsschritte in den hochkonzentrierten
Kryoprotektiva fithren zu irreversiblen
Schiden der Keimzellen, was sich in den
Uberlebens-, Fertilisierungs-, Entwick-
lungs-, klinischen Schwangerschafts-
und Lebendgeburtenraten deutlich wi-
derspiegelt. Moglich ist jedoch, dass
in Zukunft eine Automatisierung des
Vitrifikationsvorganges die hohen Er-
folgsraten stabilisiert, durch standardi-
sierte und vom Geschick des Anwenders
unabhingige Arbeitsabliufe in einem
kontrollierten Umfeld.



Kryokonservierung von
fertilisierten Oozyten im
Pronukleusstadium

Im Gegensatz zur Kryokonservierung
von unfertilisierten Oozyten stellt die
Kryokonservierung von fertilisierten
Oozyten mit 2 Vorkernen (Pronukleus-
stadium), d. h. einen Tag nach der Eizell-
gewinnungund im Befruchtungsvorgang
mit einem Spermium, eine schon iiber
lange Zeit sichere Methode dar und
ist ein wesentlicher Bestandteil von as-
sistierten reproduktionsmedizinischen
Techniken. Die in der Leitlinie aufge-
fuhrte klinische Schwangerschaftsrate
von 23,5% kann nach aktuellen Zahlen
des DIR (Deutsches IVF[In-vitro-Ferti-
lisation]-Register; [7]) im Durchschnitt
auf 27% angehoben werden. Das Feh-
len des Spindelapparats nach Beendung
der Meiose macht die Oozyte im Labor
bemerkbar einfacher behandelbar [16].
Die Kryokonservierung kann sowohl im
Slow-freezing-Verfahren, als auch mit-
tels Vitrifikation vorgenommen werden
- allerdings setzt sich auch hier zuneh-
mend die Methode der Vitrifikation als
Standardkryokonservierungsmethode
durch.

» Um die Unabhangigkeit
der Frau zu bewahren, wird oft
ein Befruchtet-unbefruchtet-
Splitting empfohlen

Wird eine Kryokonservierung von ferti-
lisierten Oozyten geplant, sollte sich die
Patientin in einer festen Partnerschaft be-
finden. Um dennoch die Unabhingig-
keit der Frau zu bewahren, wird selbst
bei einer festen Partnerschaft oft zu ei-
nem Splitting (50 % befruchtet, 50 % un-
befruchtet kryokonserviert) geraten.

Die S2k-Leitlinie von DGGG (Deut-
sche Gesellschaft fiir Gynakologie und
Geburtshilfe), DGRM und DGU zum
Fertilitdtserhalt [1] legte sich im Bereich
Kryokonservierung von unfertilisierten
und/oder fertilisierten Oozyten zum Fer-
tilitdtserhalt auf die folgenden konsens-
basierten Statements und Empfehlung
mit jeweilig sehr starken Konsensusstér-
ken von +++ fest:

== ,Die Kryokonservierung von be-
fruchteten und unbefruchteten
Eizellen sind etablierte, reproduk-
tionsmedizinische Techniken, die
vor einer gonadotoxischen The-
rapie angewendet werden konnen
(Konsensbasiertes Statement 4.519)

== ,Die Kryokonservierung von un-
fertilisierten Oozyten weist keine
erkennbar erhohte Rate an Fehlbil-
dungen oder Entwicklungsdefiziten
der Kinder im Vergleich zur Kryo-
konservierung von fertilisierten
Oozyten auf (Konsensbasiertes State-
ment 4.521)

= ,Selbst bei bestehender Partnerschaft
soll zusitzlich das Einfrieren von
unfertilisierten Oozyten angeboten
werden (Konsensbasierte Empfeh-
lung 4.E35)“.

«

Kryokonservierung von
Ovarialgewebe

Die Kryokonservierung von Ovarialge-
webe fiir eine spitere Transplantation
bei Kinderwunsch und therapieindu-
ziertem vorzeitigen Ovarialversagen ist
eine fertilititserhaltende Methode, die
sehr kurzfristig, zumeist binnen 2-4 Ta-
gen, vor einer gonadotoxischen Therapie
durchgefiihrt werden kann. Sie basiert
auf der Tatsache, dass durch die spiter
eingesetzten Ovarialgewebetransplanta-
te eine tempordre Wiederherstellung der
eigentlichen endogenen Hormonpro-
duktion, der primiren Eierstockfunkti-
on, erfolgen kann [2, 27, 28]. Dadurch
kénnen zum einen Wechseljahrproble-
matiken gemindert bzw. behoben werden
werden, ein positiver Nebeneffekt, zum
anderen, und das ist das Hauptkriterium,
kénnen dadurch spontane Schwanger-
schaften (sprich: ohne die Zuhilfenahme
weiterer  reproduktionsmedizinischer
Verfahren) aus einem Pool von Oozy-
ten in ihrer physiologischen Umgebung
erzielt werden.

Die Entnahme erfolgt zyklusunabhén-
gig, wodurch eine Verzogerung der onko-
logischen Therapie nicht zu erwarten ist
[29]. Der Erfolg dieser Methode, sprich
die Chance auf eine spitere Schwanger-
schaft und die Geburt eines gesunden
Kindes aus den Transplantaten ist um-
so grofler, je hoher die Ovarialreserve

zum Entnahmezeitpunkt und vor Be-
ginn der onkologischen Therapie ist [2].
Die Ovarialreserve ist einschitzbar an-
hand des Alters, des AMH(Anti-Miiller-
Hormon)-Wertes sowie der Bestimmung
der Primordial- und Primérfollikeldich-
te mit ihren potenziellen Oozyten in den
zu priparierenden Transplantaten mit-
tels geeigneter Nachweisverfahren ([2,
30, 31]; s. Abschn. Qualitdtssicherung
bei der Kryokonservierung von Ovari-
algewebe).

) Die zyklusunabhingige
Entnahme lasst eine Verzdgerung
der onkologischen Therapie nicht
erwarten

Dessen ungeachtet legten sich die Au-
toren der Edinburgh-Kriterien auf eine
Altersobergrenze von 35 Jahren fest [32],
in anderen internationalen Publikatio-
nen betrigt die Grenze 40 Jahre [33]. In
einer Veréffentlichung aus 2016 von van
der Ven et al. [28] lagen die Schwanger-
schaftsraten aus dem FertiPROTEKT-
Netzwerk nach Transplantation von
Ovarialgewebe bei Frauen, welche zum
Zeitpunkt der Kryokonservierung unter
35 Jahren waren bei 33 %, im Vergleich zu
18 % bei Frauen, welche zum Zeitpunkt
der Kryokonservierung iiber 35 Jahren
waren. Bei Frauen, die zum Zeitpunkt
der Gewebeentnahme iiber 40 Jahre alt
waren, konnte in keinem Fall nach Trans-
plantation eine Schwangerschaft erzielt
werden. Insgesamt wurden nach Aktua-
lisierung der Daten aus [28] im Ferti-
PROTEKT-Netzwerk (laut Register sind
dies 123 universitidre Zentren, Kliniken
und Praxen aus Deutschland, Osterreich
und der Schweiz zum Zeitpunkt der Ver-
offentlichung 07/2018 [34]) bis Januar
2018 bei 126 Frauen 163 Transplanta-
tionen durchgefiihrt [2]. Die aus den
aktualisierten Zahlen hervorgegangenen
Erfolgsraten sind vergleichbar mit den
Erfolgen im internationalen Ausland.
Insgesamt wurden bis jetzt weltweit
iber 145 Geburten nach orthotoper
Transplantation von kryokonserviertem
Ovarialgewebe erzielt [2]. Die Angehrate
der Transplantate liegt bei 85-90 %, die
klinische Schwangerschaftsrate um 45 %
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Tab.3 Risiko einerovariellen Metastasierung bei verschiedenen Tumorarten. (Mod. aus [1]:

DGGG S2k-Leitlinie zum Fertilitatserhalt [AWMF Nr.015/08] von 07/2017)

Hohes Risiko

Leukdamie

Moderates Risiko

tration lobuldrer Subtypen
Neuroblastom Darmkarzinome
Burkitt-Lymphom  Endometriumkarzinom
Ovarialtumoren Magenkarzinom
Adenokarzinom der Zervix
Non-Hodgkin-Lymphome

Ewing-Sarkome

Mammakarzinom Stadium IV, Infil-

Geringes Risiko

Mammakarzinom Stadium I-lll,
Infiltration duktaler Subtypen

Squamoses Zellkarzinom der Zervix
Hodgkin-Lymphom

Osteosarkome

Nongenitales Rhabdomyosarkom
Wilms-Tumor

DGGG Deutsche Gesellschaft fiir Gynakologie und Geburtshilfe, AWMF Arbeitsgemeinschaft der

Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften

und die Geburtenrate betrdgt derzeit
ca. 35-40%, wobei von einer weiteren
Steigerung durch anhaltende Optimie-
rungen bei den Kryokonservierungs-/
Auftau- und Operationstechniken aus-
zugehen ist [2, 31].

Die Leitlinie [1] legt sich im Bereich
Kryokonservierung von Ovarialgewebe
zum Fertilititserhalt auf die folgenden
konsensbasierten Statements mit jeweils
einer starken Konsensusstirke von ++
fest:
==, Die Kryokonservierung von Ovari-

algewebe ist eine etablierte Methode,

um die Fertilitit nach der Behand-
lung der Krebserkrankung wie-
derherzustellen (Konsensbasiertes

Statement 4.522)
== ,Die Kryokonservierung von ovari-

ellem Gewebe kann unabhingig vom

Zyklus erfolgen und fithrt zu keiner

relevanten Verzogerung der onkolo-

gischen Therapie (Konsensbasiertes

Statement 4.523)

Erginzend soll hier noch ein gemeinsa-
mer Beschluss von fithrenden Experten
auf dem Gebiet Entnahme, Kryokonser-
vierung und Transplantation von Ovari-
algewebe erwihnt werden [2]: ,,Die Kryo-
konservierung von Ovarialgewebe soll
vor Beginn einer gonadotoxischen The-
rapie nur bei Mddchen und bei Frauen bis
zu einem Alter von 40 Jahren erfolgen®
Im Einzelfall soll allerdings auch bei pri-
pubertiren Madchen unter Beriicksichti-
gung der gonadotoxischen Therapie und
der Risiken des operativen Eingriffes ei-
ne Kryokonservierung von Ovarialgewe-
be in Erwigung gezogen werden (2, 35],
da die Literatur mittlerweile belegt, dass
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auch diekleinen, noch nichtrekrutierten,
Primordialfollikel durch gonadotoxische
Substanzen erhebliche DNA-Schiaden er-
fahren, die sie frither oder spiter in die
Atresie treiben [36]. Dass Kinder ein gan-
zes anderes Ovarialkortexpotenzial auf-
weisen als adoleszente oder adulte Pati-
entinnen im fertilen Alter, verzerrt je-
doch zumeist die Wahrnehmung zum
Ausmaf3 der Schidigung im Nachhin-
ein nicht unerheblich. Somit erfahren die
Kinder zwar nach gonadotoxischer The-
rapie zum grofiten Teil den Eintritt in
die Pubertit, aber dass die Anzahl der
dann noch existenten, nicht geschadigten
Follikel letztlich auch wirklich ausreicht,
bis zu dem Zeitpunkt der fertilen Phase,
wenn ein Kinderwunsch aktuell wird, ist
kritisch zu hinterfragen bzw. wird in der
Praxis nicht selten widerlegt.

Entnahme und Transport

Von einem Ovar wird laparoskopisch an-
timesenterial Gewebe entnommen. Das
Resektat wird am Stiick unmittelbarin ein
geeignetes Transportmedium iberfiihrt
und kiihl (bei etwa 4 Grad) aufbewahrt.
Vor der Gewebeentnahme sollte mittels
einer Kochsalzlgsung eine Untersuchung
der Tubendurchgingigkeit erfolgen, um,
falls sich ein einseitiger Tubenverschluss
zeigt, auf dieser Seite das Ovarialgewe-
be entnehmen zu kénnen. Hintergrund
dabei ist, dass auf der Seite mit der noch
offenen Tube das potenziell noch funktio-
nierende Ovarialgewebe erhalten bleiben
soll sowie, wenn ein vorzeitiges Ovari-
alversagen eintritt, sich dort auch spiter
ein optimaler Ort fiir eine Transplan-
tation anbieten kann [2]. Dennoch ist

moglichst darauf zu achten, dass ovari-
elles Gewebe nicht auf der Seite eines
Corpus luteum, eines praovulatorischen
Follikels oder bei bestehenden Ovarial-
zysten entnommen wird. Moglicherweise
ist die Follikeldichte des zu kryokonser-
vierenden Ovarialgewebes in diesem Be-
reich eingeschrinkt, die Kortexqualitit
ist es in jedem Fall, wie Untersuchungen
gezeigt haben [2]. Die zu entnehmende
Menge ist abhéngig von der zu erwarten-
den Gonadotoxizitit der bevorstehenden
onkologischen Therapie, d.h. je gonado-
toxischer die Therapie, desto mehr Ova-
rialvolumen sollte entnommen werden.
Bei einem hohen gonadotoxischem Ri-
siko oder bei pripubertiren Midchen
(aufgrund der geringen Grofle der Ova-
rien) kann die Entnahme eines ganzen
Ovars in Erwédgung gezogen werden. Er-
gianzend dazu lautet ein gemeinsamer Ex-
pertenbeschluss [2, 2]: ,,Es sollten min-
destens 1/2 bis 2/3 eines Ovars (bevor-
zugt ohne Ovarialpathologien) entnom-
men werden. Eine beidseitige Entnahme
sollte nur in Ausnahmefillen durchge-
fithrt werden® - ndmlich dann, wenn z. B.
beidseitige Ovarialzysten vorliegen und
nicht geniigend Material fiir eine Kryo-
konservierung gewonnen werden kann.
Der Hintergrund hierbei ist die Vermei-
dung durch Vernarbungen oder ggf. im
Nachgang doch notwendige Koagulatio-
nen am verbliebenen Eierstock, wodurch
ein weiterer Verlust der im Korper ver-
bliebenen Ovarialreserve hervorgerufen
werden kann. ,Biopsien sind nicht zu
empfehlen.

Dariiber hinaus ist eine histologi-
sche Untersuchung einer Referenzprobe
des entnommenen Ovarialgewebes zum
Ausschluss von malignen Zellen (min-
destens 2x2mm grofles Gewebestiick
vom entnommenen Ovarialgewebe) un-
abdingbar und sollte vom entnehmenden
Zentrum durchgefiihrt und dokumen-
tiert werden [2]. Die Risikogruppenein-
teilung hinsichtlich einer zu erwartenden
ovariellen Metastasierung wurde in der
S2k-Leitlinie [1] wie folgt vorgenommen
(B Tab. 3):

Das gekiihlte Ovarialgewebe sollte
unmittelbar bei weiterhin ca. 4°C zum
Aufbereitungsort transportiert werden
[31]. Einrichtungen, welche die Mog-
lichkeit nicht besitzen, eine Kryokon-



servierung des Ovarialgewebes selbst
durchzufithren, konnen das Resektat
in einem geeigneten Transportbehalt-
nis zu einem fiir die Verarbeitung und
Kryokonservierung spezialisierten Zen-
trum mit angeschlossener Kryobank des
Netzwerks FertiPROTEKT, wie Bonn,
Diisseldorf oder Erlangen, verschicken
[31]. Der Transport in dafiir vorgesehe-
nen Containern soll eine Vermeidung
der Kiihlkettenunterbrechung gewahr-
leisten. Wie lange der Transport des
Gewebes (ob iiber Nacht oder innerhalb
eines Tages) maximal sein kann, ohne
dass mit einem erheblichen Verlust der
gonadalen Keimzellen in den Ovarial-
follikeln zu rechnen ist, ist derzeit noch
nicht ausreichend belegt. Untersuchun-
gen zeigten jedoch, dass die Hypother-
mie des Ovarresektates in verschiedenen
Transportzeitrdumen bis zu 24 h andau-
ern kann, ohne dass die Follikelreserve
nachhaltig geschiddigt wird bzw. ohne
dass es zu Einbuflen in den Erfolgs-
raten nach Transplantation kam. Als
Transportmedium sollte Custodiol® (Dr.
Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim,
Deutschland) oder ein vergleichbares
Medium unter den oben beschriebe-
nen gekiihlten Bedingungen verwendet
werden [2, 31].

Folgende konsensbasierte Empfeh-
lung mit einer sehr starken Konsensus-
stirke von +++ gibt die Leitlinie dazu
[1]:
== ,Der Transport des entnommenen

Gewebes soll gekiihlt (4-8°C) in

ein fur die Kryokonservierung spe-

zialisiertes Zentrum erfolgen. Das

Gewebe soll zeitnah, bis maximal

24h nach Entnahme, verarbeitet

werden (Konsensbasierte Empfeh-
lung 4.E36)“

Kryokonservierung

Fur die Kryokonservierung selbst fin-
den derzeit sowohl die Vitrifikation als
auch das langsame Einfrierverfahren,
das Slow-Freezing, Anwendung. Anders
als bei den Oozyten wird jedoch auf-
grund der besseren Datenlage und den
vorliegenden Erfolgszahlen aktuell das
Slow-Freezing-Verfahren empfohlen [1,
2]. Das langsame Einfrieren mit sehr
geringen Kiihlraten iiber einen lingeren

Zeitraum von etwa 3 Stunden bedarf
dabei bestmoglich der Anwendung von
computergesteuerten  Einfriergeriten
mit einer automatischen Seedingvor-
richtung (schonende Auslésung einer
kontrollierten Kristallisation an einem
fest definierten Punkt im Einfrierrohr-
chen), sodass fiir alle Einfrierproben die
gleichen Umgebungsbedingungen und
hohe Reproduzierbarkeitsraten gegeben
sind. Das eingesetzte und zum jetzigen
Zeitpunkt auch noch nicht kommerziell
erhéltliche Kryomedium ist ein wichtiger
Punkt. Daher sollte es sehr sorgfiltig aus-
gewidhlt bzw. zusammengesetzt werden.
Es empfiehlt sich ein fiir humane Keim-
zellen zugelassenes und zertifiziertes
Tragermedium in geeigneter Kombi-
nation mit einem ebenfalls zertifizier-
ten Kryoprotektivum (Ethylenglykol,
Propandiol oder DMSO [Dimethyl-
sulfoxid]) sowie Zusatz von humanem
Serum-Albumin, da sich unter Verwen-
dung dieser Kryoprotektiva dhnlich gute
Uberlebensraten der Keimzellen sowie
intakte Gewebemorphologien und Zell-
strukturen nach Kryokonservierung und
anschliefendem Auftauen nachweisen
lieflen [37-39]. International betrachtet
ist DMSO das am héaufigsten eingesetzte
und am besten etablierte Kryoprotek-
tivum fiir die Kryokonservierung von
Ovarialgewebe [2].

Qualitatssicherung

Sowohl vor der Kryokonservierung als
auch in Vorbereitung auf eine Trans-
plantation bei einem vorzeitigen Ovari-
alversagen nach stattgehabter gonadoto-
xischer Therapie und Kinderwunsch ist
es notwendig, dass das frisch praparier-
te/bzw. nach Kryokonservierung aufge-
taute Ovarialgewebe stets zur Qualitits-
sicherung untersucht wird. Die Unter-
suchung stellt sicher, dass die Entnah-
me des Gewebes, dessen Transport von
der entnehmenden Institution zur ko-
operierenden Kryobank, die Aufberei-
tung und auch die Kryokonservierung
bzw. das spitere Auftauen zu keiner rele-
vanten Schidigung (Verlust von Stroma-,
Follikel- und Oozyten) gefithrt haben.
Genauso wird durch Hinzunahme des
AMH-Wertes im Serum, ermittelt zum
Zeitpunkt der Ovarialgewebsentnahme

bzw. vor Beginn der zytotoxischen The-
rapie, sowie dem Alter ein mdogliches
direktes Ovarialkortexpotenzial (Anzahl
vitaler Follikel, die potenzielle Eizellen
beherbergen) einer jeden Patientin in-
dividuell bestimmt (Untersuchung der
Fertilitdtsreserve in den Transplantaten).
Dies kann u. a. auch zur spiteren Festle-
gung der Anzahl der zu transplantieren-
den Ovarialkortexstiickchen bei einem
vorzeitigem therapieinduziertem Ovari-
alversagen, erfolgreicher Genesung und
Kinderwunsch hilfreich sein [2, 31, 40].
Methodisch werden dazu aus bei der
Priparation anfallenden Randstiickchen
genormte 2-mm-Ovarialkortexbiopsie-
stanzen enzymatisch verdaut und einer
speziellen Fluoreszenz- oder anderen
Zellfarbung unterzogen, wodurch vita-
le Stromazellen, Follikel und Oozyten
detektiert und die Keimzellen in ihrer
Anzahl schlussendlich bestimmt und
korreliert werden konnen [2, 31, 40].

Beratung und Behandlung:
Status quo

Verbesserte Behandlungsmoglichkeiten
fithren zu verbesserten Uberlebensraten
(75-85%) — sowohl in der pédiatrischen,
adoleszenten als auch adulten Onkolo-
gie. Obwohl zum Erkrankungszeitpunkt
primér die Genesung der onkologischen
Erkrankung im Vordergrund steht, du-
Bern 76-90 % der Langzeitiiberlebenden
einen Kinderwunsch bzw. stellen Kinder
als eine bedeutende Komponente der
Lebensqualitit dar.

» Aktuell werden weniger

als 8% der Betroffenen
fertilitatserhaltend beraten oder
auch therapiert

Betrachtet man die geschitzt alters-
spezifischen Fallzahlen des GEKIDS
zu deutschlandweiten onkologischen
Erkrankungen in der weiblichen Alters-
gruppe 0-44 Jahre, dann belaufen sich
diese pro Jahr auf etwa 16.000 onkolo-
gische Neuerkrankungen. Extrapoliert
man die stattgehabten und durch den
FertiPROTEKT e.V. (www.fertiprotekt.
com) dokumentierten Beratungen in Fer-
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tiPROTEKT-Zentren auf diese 16.000
Neuerkrankungen, dann werden aktuell
nicht einmal 8% der betroffenen Pati-
entinnen im pripubertiren und fertilen
Alter fertilititserhaltend beraten oder
auch therapiert, obwohl eine Indikation
dafiir vorliegt.

Fazit fiir die Praxis

== Das Ziel sollte eine vermehrte Auf-
merksamkeit hinsichtlich des Fer-
tilitatserhalts bei der Verwendung
onkologischer Therapien sein, mit
dem Ziel, nach Erhebung des indivi-
duellen Risikoprofils eine geeignete,
leitliniengetreue Therapie zum Erhalt
der Fruchtbarkeit anzubieten.

== Das Zeitfenster bis zum Start der
onkologischen Therapie spielt in
der Wahl des Therapieregimes eine
ebenso wichtige Rolle wie das Alter,
der allgemeine Gesundheitszustand
und natiirlich der Wahrscheinlichkeit
fiir eine spatere Einschrankung des
gonadalen Gewebes.

== Eine Schiadigung der Ovarien wird
beschrieben in direktem Zusammen-
hang mit dem Alter der Patientin, der
Art der Therapie, Dosierung und The-
rapiedauer, wobei es eine Einteilung
fiir ein geringes, mittleres oder hohes
Risiko gibt.

== Es existieren mehrere Moglichkei-
ten, die Fertilitdt zu schiitzen. Diese
konnen einzeln oder auch in der
Kombination angeboten und vor-
genommen werden und variieren
zeitlich zwischen der Initiierung einer
Therapie bis hin zu einer Behand-
lungszeit von ca. 2 Wochen.
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