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Eine Kryobank fiir humanes Ovarial-
gewebe: Konzept und Perspektiven

V. Isachenko?, E. Isachenko?, R. Kreienberg?, J.M. Weiss?

Das Konzept des Kryobankings von Eierstockgewebe basiert auf
zwei Postulaten: Zum einen kann eingefrorenes Eierstockgewe-
be nach dem Auftauen nicht nur zur potenziellen Realisierung
eines spditeren Kinderwunsches verwendet werden, sondern
auch zur Wiederherstellung der ovariellen Funktion (nur thera-
peutische, kinderwunschunabhéingige Behandlung). Zum ande-
ren lassen sich zusditzlich zum Ovarialgewebe unreife Zellen
(Germinalvesikel-Zellen) sowie adulte Stammzellen der Ovar-
oberfliche gewinnen und kryokonservieren. Das wichtige Ziel
einer Kryobank von humanem Ovarialgewebe - die Erhaltung
der Fertilitdt nach einer onkologischen Behandlung — wird im

Folgenden ausfiihrlich diskutiert.

Ovarialgewebe stellt das neueste Ob-
jekt einer humanen Kryobank dar. Auf-
grund der steigenden Effektivitdt on-
kologischer Therapien (1) fragen Pa-
tientinnen in zunehmendem Umfang
auch nach dieser Moglichkeit zur
Restitution ihrer Fertilitdt nach der
chemo- oder radiotherapeutischen
Behandlung. Diese Option stellt ak-
tuell einen bedeutenden Forschungs-
schwerpunkt dar. Das Ovarialgewebe
kann nach dem Auftauen retransplan-
tiert werden und Ausgangspunkt einer
regelrechten Follikelreifung mit Ovu-
lation maturer Oozyten mit oder ohne
Gonadotropinstimulation sein (2). So-
wohl bei Tieren als auch beim Men-
schen sind Geburten nach Retrans-
plantation publiziert worden (3-6).

Das Konzept einer
Ovarialgewebebank

Kryokonserviertes Ovarialgewebe kann
fiir folgende Ziele genutzt werden:
Sollte infolge einer onkologischen
Therapie ein Premature Ovarian Fai-
lure (POF) entstehen, kann die Re-
Transplantation von Ovarialkortex die
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ovarielle Funktion erneuern (3, 7, 8).
Dies ist unabhdngig von einem noch
vorhandenen Kinderwunsch.

Wenn potenziell noch Kinderwunsch
besteht, ist diese Uberlegung auf al-
le Falle sinnvoll, da das Ovar fiir die
Reproduktion erforderlich ist.

Vor einer onkologischen Therapie
kryokonserviertes humanes Ovarial-
gewebe kann auBerdem Ursprung un-
reifer Eizellen (GV-Oozyten) (9) so-
wie adulter Stammzellen der Ovar-
oberflache sein. Daraus ergibt sich die
mogliche Verkniipfung verschiedener
Konzepte zur Erhaltung der Fertilitat
sowie denkbarer therapeutischer Op-
tionen durch die Stammzellen.

Ovarialgewebe als Quelle fiir
GV-0ozyten und Stammzellen

Die Entnahme einer Ovarialgewebe-
probe erfolgt entweder in der Kli-
nik/Praxis, die auch die Kryobank be-
treibt, oder aber beide sind rdumlich
unterschiedlich weit getrennt. Im Fall
eines erforderlichen Transports von
Ovarialgewebe wird dieser norma-
lerweise auf Eis (0°C) oder bei
+5-6°C empfohlen. Unter diesen
Transportbedingungen degenerieren
GV-Oozyten spatestens nach einer

Stunde. Wenn das Ovarialgewebe in
dieser Zeit bei 32-37°C aufbewahrt
wird, bleiben GV-Oozyten bis zu 2
Stunden entwicklungsfahig. Wir glau-
ben daher, dass es - wenn die Trans-
portwege eine gewisse Zeit nicht
iiberschreiten - sinnvoll ist, die Tem-
peratur hoher zu halten. Das ermdg-
licht die Punktion kleiner antraler Fol-
likel und Gewinnung von GV-Oozyten,
wenn das Gewebe im Labor eintrifft.

Nach 28- bis 36-stiindiger In-vitro-
Maturation konnen die Eizellen, die
die Metaphase II erreichen, mit der
aseptischen Technik kryokonserviert
(vitrifiziert) werden (10). Aus einem
3 cm3 grolRen Gewebestiick lassen sich
bis zu 20 GV-Oozyten guter Qualitat
gewinnen (eigene unpublizierte Da-
ten). Abbildung 1 stellt eine solche
GV-0ozyte vor und nach Vitrifikation
sowie nach In-vitro-Maturation zum
MII-Stadium dar. Diese unreife Zelle
wurde abpunktiert, nachdem der Ova-
rialkortex bei +32°C etwa 2 Stunden
nach der Operation im Labor eintraf.

Nach dem Auftauen kénnen Oozyten
fiir reproduktive Techniken im Rah-
men einer Kinderwunschbehandlung
verwendet werden, sind aber grund-
satzlich auch eine mogliche Quelle
fiir ovarielle Stammzellen (11, 12).
Diese Zellen lassen sich relativ ein-
fach von der Ovarialoberflache ab-
kratzen. Es konnte gezeigt werden,
dass sich vom Cortex eines 3 cm? gro-
Ren Gewebestiickes bis zu 50x10°
Stammzellen gewinnen lassen, die ei-
ne hohe Kryostabilitat besitzen und
nach aseptischer Vitrifikation (10)
Stammzellcluster und Vesikel bilden.
Das Vorhandensein ,,groRer Oozyten”
und Neuronen in der Kultur beweist,
dass von der Ovarialoberflache so-
wohl Germinalzellen als auch adulte



Abb. 1: Aus einer Ovarialgewebeprobe punktierte Germinalvesikel-Oozyte: (a) vor Vitrifikation (10), (b) 30 h nach Beginn der In-vitro-Matura-
tion, (c) dieselbe Oozyte nach Farbung mit Hoechst 33342.

Stammzellen gewonnen wurden. Die
Gewinnung dieser Stammzellen wiir-
de die Kosten einer Kryobank fiir Ova-
rialgewebe nur unwesentlich steigern.

Drei Wege von kryokonser-
viertem Ovarialgewebe
zur Schwangerschaft

Momentan lassen sich drei Vorge-
hensweisen unterscheiden, wenn man
die Erhaltung der reproduktiven Funk-
tion mit Hilfe von kryokonserviertem
humanem Ovarialgewebe als Ziel de-
finiert (s. Abb. 2):

Beim ersten Weg (Saule I) werden
aus dem aufgetauten Ovarkortex un-
reife Follikel gewonnen, deren Eizel-
len in vitro maturiert und fertilisiert
werden. Die in vitro entwickelten Em-
bryonen werden transferiert.

Die zweite Moglichkeit (Saule II)
stellt das Verfahren dar, wonach das
Ovargewebe retransplantiert wird und
nach hormoneller Stimulation eine
klassische In-vitro-Fertilisations-
(IVF)Behandlung durchgefiihrt wird.
Auch hier werden die in vitro ent-
standenen Embryonen transferiert.

Bei der dritten Vorgehensweise
(Saule IIT) wird das Ovargewebe re-
transplantiert und eine Schwanger-
schaft kann in vivo auf natiirlichem
Weg entstehen.

Bis dato sind der 2. sowie 3. darge-
stellte Weg realisiert (Abb. 2, Saule

IT und III). Der Idealvorstellung ent-
spricht dabei die orthotope Retrans-
plantation mit resultierender Spon-
tangraviditat (Sdule IIT) auf natiirli-
chem Weg ohne oder auch nach ova-
rieller Stimulation (3). Wenn diese
Option nicht zur Schwangerschaft
fiihrt, ware der 2. Weg (Saule II) ei-
ne weitere Alternative.

Konventionelles langsames
Einfrieren oder Vitrifikation?

Fiir die Kryokonservierung von Ovari-
algewebe sind sowohl die konventio-
nelle langsame Methode als auch die
Vitrifikation denkbar (13-16). Ob-
wohl auch die Vitrifikation von Ova-
rialgewebe erfolgreich moglich ist,

Retransfer von eingefrorenem Ovarialgewebe:
Drei Wege zur Schwangerschaft

Ovar
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Abb. 2: Schematische Darstellung der mdglichen Wege zu einer Schwangerschaft nach

Kryokonservierung/Auftauen von Ovarialgewebe.
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Abb. 3: Ovarialgewebeprobe (a) und Follikel aus dieser Probe (b) nach Kryokonservierung
(14-17), Erwdrmung und zweiwdchiger In-vitro-Kultur (17). Balken = 160 pm.

wird momentan aufgrund der hohe-
ren Effektivitdt in der Routine die
langsame programmierte Kryokonser-
vierung empfohlen. Der kiinftige Stel-
lenwert der Vitrifikation ldsst sich

aufgrund der aktuellen Datenlage
noch nicht endgiiltig einschatzen und
ist Gegenstand weiterer Studien. Es
wurde bereits gezeigt, dass sich nach
extrem schnellem Auftauen von ein-

gefrorenem Gewebe in kochendem
Wasser die Uberlebensrate der Gewe-
bezellen signifikant verbessern ldsst
(14-17).

Vor dem Einfrieren und nach dem Auf-
tauen erfolgt bei onkologischen Pa-
tientinnen routinemalRig eine histo-
logische Untersuchung, um das Risi-
ko einer Re-Transplantation von Tu-
morzellen zu minimieren. Nach dem
Auftauen wird daher ein kleiner Teil
des Ovarialgewebes fiir die Histolo-
gie verwendet, ein anderer in vitro
kultiviert, um das Vorhandensein von
Follikeln zu evaluieren. Deren Ausse-
hen und Qualitédt erlauben eine Pro-
gnose der Funktionsféhigkeit des Ova-
rialgewebes nach der Re-Transplan-
tation. Die histologische Beurteilung
beweist die Entwicklungskapazitdt der

Abb. 4: Histologisches Préparat einer Ovarialgewebeprobe nach Kryokonservierung (14-17), Erwdrmung und zweiwdchiger In-vitro-Kultivierung

(17). Balken = 100 pm fiir Mikroschnitte und 300 pm fiir groRere Bildausschnitte.
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Gewebeproben nach langsamem Ein-
frieren, schnellem Auftauen und In-
vitro-Kultivierung in groReren Me-
dienvolumina unter permanentem und
gleichmaRigem Schiitteln (17). Wir
glauben, dass diese Methode eine ho-
he Uberlebensrate des Gewebes nach
dem Auftauen garantiert (s. Abb. 3
und 4). Als Beispiel dafiir stellt
Abbildung 4 Ovarialgewebe einer 27
Jahre alten Patientin mit einem Bor-
derline-Tumor des Ovars dar. Die Ent-
wicklung von Primar- zu Sekundar-
follikeln bestdtigt die Konzeptions-
chancen nach Re-Transplantation.
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