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Zusammenfassung
!

Fragestellung: Bei der Kryokonservierung, dem
wichtigsten Verfahren für die Lagerung von Ova-
rialgewebe, können 2 Methoden unterschieden
werden: das konventionelle („langsame“) Einfrie-
ren und die Vitrifikation (direktes Eintauchen in
flüssigen Stickstoff). In früheren Studien wurde
gezeigt, dass die Effektivität der Vitrifikation im
Vergleich zum konventionellen Einfrieren von
menschlichen Eizellen und Embryonen höher ist.
Allerdings sind die Erfahrungen mit beiden Me-
thoden für humanes Ovarialgewebe begrenzt.
Das Ziel dieser Studie war daher der Vergleich
des konventionellen Einfrierens mit der Vitrifika-
tion bei menschlichem Ovarialgewebe.
Material und Methodik: Ovarialgewebefrag-
mente von 5 Patientinnen wurden innerhalb von
20 Minuten bei 32 bis 34°C in das Labor transpor-
tiert. Die Fragmentewurde in kleinere Stücke auf-
geteilt (1 × 1 bis 1,5 × 0,7 bis 1mm) und zufällig in
die 3 folgenden Gruppen verteilt: Gruppe 1: Kon-
trollgruppe (natives Gewebe), Gruppe 2: Vitrifi-
kation/Erwärmung, Gruppe 3: konventionelles
Einfrieren/Auftauen. Alle Fragmente wurden in
vitro für 12 Tage kultiviert. Die Lebensfähigkeit
des Gewebes wurde durch die Entwicklung der
Follikel und die GAPDH-Genexpression nach der
Kultivierung bewertet.
Ergebnisse: Für die Gruppen 1, 2 und 3 waren 93,
74 und 78% der Follikel morphologisch normal.
Die molekularbiologische Analyse zeigte jedoch,
dass die Intensität der GAPDH-Genexpression im
Gewebe nach konventionellem Einfrieren im Ge-
gensatz zur Vitrifikation stark erhöht war.
Schlussfolgerung: Somit ist anzunehmen, dass
für die Kryokonservierung von humanem Ova-
rialgewebe das konventionelle Einfrieren besser
geeignet ist als die Vitrifikation.

Abstract
!

Purpose: Cryopreservation, the most important
stage of the cryobanking of ovarian tissue, can be
carried out using one of two methods: conven-
tional (“slow”) freezing, and vitrification (direct
and immediate immersion into liquid nitrogen).
For human oocytes and embryos vitrification is
more effective compared to conventional freez-
ing. However, these comparative data are limited
for human ovarian tissue. The aim of this study
was to compare conventional freezing of ovarian
tissue with vitrification.
Material and Methods: Ovarian tissue from 5 pa-
tients was transported to the laboratory within
20 min at 32 to 34°C, divided into smaller pieces
(1 × 1 to 1,5 × 0,7 to 1mm) and randomly distrib-
uted into three groups: Group 1: control (fresh
tissue), group 2: pieces after vitrification/warm-
ing, Group 3: pieces after conventional freezing/
thawing. All pieces were cultured in vitro for 12
days. The viability of the tissue was evaluated by
the development of the follicles and GAPDH gene
expression after in vitro culture. Results: 93, 74
and 78% of the follicles of groups 1, 2 or 3 were
morphologically normal. Molecular analysis
showed that the intensity of GAPDH gene expres-
sion in the tissue after conventional freezing was
greatly increased compared to after vitrification.
Conclusion: It was concluded that for the cryo-
preservation of human ovarian tissue convention-
al freezing is more suitable than vitrification.
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Einleitung
!

Im Jahr 2008wurde allein in den USA insgesamt bei etwa 692000
Frauen ein Malignom diagnostiziert [1]. Aufgrund der zuneh-
menden Wirksamkeit der onkologischen Behandlungen [1,2]
und der guten Langzeitprognose haben junge Frauen nach abge-
schlossener Therapie häufig noch Kinderwunsch. Da eine
Chemotherapie – je nach gewähltem Therapieschema – aller-
dings gonadotoxisch sein kann, ist evtl. mit einem hohen Verlust
der ovariellen Reserve zu rechnen. Daraus resultiert häufig die
Frage, ob es ovarerhaltende Maßnahmen gibt. Dazu gehört die
Kryokonservierung von Ovarialgewebe vor der onkologischen
Therapie, weshalb die Kryokonservierung von menschlichem
Ovarialgewebe aktuell zu den wichtigsten Forschungsprojekten
in der Reproduktionsmedizin gehört.
Es gibt bereits Publikationen über die Wiederherstellung der
Ovarialfunktion nach Retransplantation von ovariellem Kortex
bei Patientenmit vorzeitiger Ovarialinsuffizienz (POF) nach einer
stattgehabten Krebsbehandlung [3–12]. Diese Studienweisen da-
rauf hin, dass nach dem Auftauen das kryokonservierte Ovarial-
gewebe sowohl für therapeutische (Behandlung der menopau-
salen Symptome) als auch reproduktive Zwecke benutzt werden
kann [13].
Die Geburt nach Re-Transplantation von kryokonserviertemOva-
rialgewebe wurde Realität [14–16].
Die Kryokonservierung von Ovarialgewebe kann aktuell mit
1 von 2 Methoden realisiert werden: durch konventionelles, das
sog. „langsame“ Einfrieren oder durch direktes Eintauchen in
flüssigen Stickstoff, die sog. Vitrifikation. Bisherige Publikationen
über die Kryokonservierung von Ovarialgewebe beim Säugetier
hinsichtlich des Vergleichs von Vitrifikation und konventionel-
lem Einfrieren sind begrenzt und zeigten differente Ergebnisse.
Es hat sich zum Beispiel gezeigt, dass für das humane Ovarialge-
webe das konventionelle Einfrieren im Vergleich mit der Vitrifi-
kation bessere Voraussetzungen für die Kryokonservierung die-
ser Art von Zellen bietet [17].
Vergleichende Untersuchungen zur Vitrifikation und dem kon-
ventionellen Einfrieren bei humanem Ovarialgewebe wurden
durchgeführt. Es wurde festgestellt, dass das Einfrieren besser
als die Vitrifikation ist [18].
Andere Autoren berichten, dass es keine Unterschiede zwischen
konventionellem Einfrieren und Vitrifikation in der Qualität der
Follikel und der hormonellen Aktivität gibt [19].
Die Lebensfähigkeit des Gewebes nach Kryokonservierung kann
auch auf molekularbiologischer Ebene bewertet werden.
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist ein
Housekeeping-Gen und spielt eine entscheidende Rolle bei der
Glykolyse und in mehreren anderen metabolischen und nicht-
metabolischen Prozessen [20]. Analysen der GAPDH-Genexpres-
sionsintensität (anhand von Schwankungen in der intakten RNA-
Menge) können als ein Qualitätskriterium nach experimenteller
Behandlung von Gewebe (in unserem Fall der Kryokonservie-
rung) genutzt werden [21].
Das primäre Ziel dieser Studie war, die Vitrifikationmit dem kon-
ventionellen Einfrieren von humanem Ovarialgewebe im Bereich
der Entwicklung der Follikel zu vergleichen. Das 2. Ziel war, die
GAPDH-Genexpression im Rahmen beider Methoden zu verglei-
chen.
Isachenko V et al. Genexpression und Morphologie… Geburtsh Frauenheilk 2010; 7
Material und Methoden
!

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Firma
Sigma (St. Louis, MO, USA) verwendet.

Sammlung, Präparation und Verteilung
von Ovarialgewebe in den Gruppen
Im Rahmen eines von der Ethikkommission genehmigten Stu-
dienprotokolls stimmten 5 Patientinnen im Alter von 19 bis 31
Jahren (24,2 ± 3,7) der Durchführung der Testversuche zu. Nach
diesem Protokoll werden 10% des Ovarialgewebes für die patien-
tenorientierte Forschung verwendet.
Das native Ovarialgewebe wurde innerhalb von 20 Minuten bei
32 bis 34°C in einer speziellen Lösung (OvarStore™, Gynemed
GmbH, Lensahn, Deutschland) in das Labor transportiert. Der
Kortex der Ovarialgewebefragmente wurde mit Pinzette und
Skalpell Nr. 22 in einem speziell für diesen Zweck entwickelten
Medium (OvarStore™, Gynemed) vom Stroma getrennt und in
kleine Stücke (1 × 1 × 0,7mm) geschnitten. Ein kleiner Teil dieses
Ovarialgewebes wurde bei jeder Patientin für die routinemäßige
Histologie und Follikelzählung verwendet und sofort in Bouinʼ-
scher Lösung fixiert. Die weiteren Fragmente des Ovarialgewebes
wurden zufällig auf die experimentellen Gruppen verteilt: nicht
behandelte, native Kontrolle (sofort nach dem Transport ins
Labor, n = 15) – Gruppe 1, in „Vitrifikation“ – Gruppe 2 (n = 15)
und in „Einfrieren“ – Gruppe 3 (n = 15).

Vitrifikation
Bis zu diesem Zeitpunkt wurden 18 Vitrifikationprotokolle ver-
öffentlicht. Von diesen haben wir das Protokoll nach Keros et al.
[22] ausgewählt.
Die Vitrifikationslösung wurde auf der Basis von Salt-Hanksʼ-Lö-
sung (HBSS) (Invitrogen Corporation, Scotland, UK)mit 10mg/ml
Serumalbumin (HSA, Vitrolife Inc., Englewood, Colorado, USA)
hergestellt. Sie beinhaltet DMSO, Propylenglykol (PG) und Ethy-
lenglykol (EG). Die Ovarialgewebestücke (OS) wurden nach 5-mi-
nütigem Waschen in der Basislösung für 10min in 0,35M DMSO
+ 0,38M PG + 0,38M EG bei Raumtemperatur gegeben, anschlie-
ßend in 0,7MDMSO + 0,75M PG + 0,75M EG ebenfalls für 10min
bei Raumtemperatur und danach in 1,4MDMSO + 1,5M PG + 5M
EG + 10% (g/v) Polyvinylpyrrolidon für 5min bei + 4°C gebracht.
Nach der Saturation mit Kryoprotektoren wurden die OS mit mi-
nimalem Volumen der Vitrifikationslösung auf die Flächen von
0,5ml Kryo-Straws (IMV-Technologies, LʼAigle, Frankreich)
transferiert und direkt in flüssigen Stickstoff eingetaucht [22].
Für das Auftauen und Entfernen der Kryoprotektivawar die Men-
ge der verwendeten Lösungen in allen Protokollen 1ml für jeden
Schritt. Die Erwärmung und die Entfernung von Kryoprotektiva
wurde in 4 Schritten durchgeführt. Zuerst wurden Kryo-Straws
aus dem flüssigen Stickstoff entfernt und direkt in die 1., 37°C
warme Lösung von 0,5M Saccharose eingetaucht. Dann wurden
die OS in zwei 5-min-Schritten in die 2. (0,25M Saccharose) und
3. Lösung (0,125M Saccharose) transferiert.

Konventionelles Einfrieren
Das Protokoll für das konventionelle Einfrieren basiert, abge-
sehen von einigen Änderungen, auf dem Protokoll von Gosden et
al. [8]. Standard-1-ml-Kryo-Straws (MTG GmbH, Bruckberg,
Deutschland) wurdenmit 1ml Einfrierlösung OvarStore™ (Gyne-
med) mit L-15-Medium (Leibovitz) mit L-Glutamin + 6% DMSO
+ 6% EG + 0,15M Saccharose + 10% Serumersatz (DSS, Irvine Sci.,
St. Ana, CA, USA) versetzt und die OS in die Kryo-Straws ver-
0: 561–567
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Abb. 1 Qualität der Follikel nach Vitrifikation und konventionellem
Einfrieren des Ovarialgewebes. Verschiedene hochgestellte Buchstaben
(Superscripts) zeigen statistisch signifikante Differenz (p < 0,05).
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bracht. Danach wurden die Kryo-Straws im Einfriergerät CTE
2104 (Cryo-Technik-Erlangen, Höchstadt, Deutschland) abge-
kühlt. Das Einfrierprogrammwar wie folgt: (1) die Starttempera-
tur war 22°C, (2) Abkühlung von 22°C bis 4°C mit einer Ge-
schwindigkeit von −5°C/min, (3) Abkühlung von 4°C bis −1°C
mit einer Geschwindigkeit von −1°C/min, (4) Autoseeding trat
bei −7°C ein, (5) Abkühlung von −7°C bis −34°C mit Geschwin-
digkeit von −0,3°C/min und schließlich Eintauchen der Kryo-
Straws in flüssigen Stickstoff.
Für das Auftauen wurden die Kryo-Straws zuerst für 10 s bei
Raumtemperatur stehengelassen und danach in ein kochendes
Wasserbad (100°C) für 20 s eingetaucht. Die Zeit der Exposition
der Kryo-Straws im kochenden Wasser wurde visuell durch das
Vorhandensein von Eis kontrolliert: sobald das Eis nur ~ 1mm
Spitze hatte, wurde der Straw aus dem kochenden Wasser ent-
fernt. Die endgültige Temperatur der Einfrierlösung war nach
dem Entfernen des Kryo-Straws aus dem 100°C-Wasserbad zwi-
schen 4 und 10°C. Nach dem Auftauen wurden die OS innerhalb
von 5–7 Sekunden in einen 100-ml-Probencontainer (Sarstedt,
Nümrecht, Deutschland) mit 10ml Lösung für die Entfernung
der Kryoprotektiva (0,5M Saccharose + 10% DSS + L-15-Medium)
(Gynemed) übertragen. Die Entfernung der Kryoprotektiva er-
folgte nach dem gleichen Prinzip wie die Saturation von Ethylen-
glykol (Abb. 1 aus Isachenko et al. [23]). Der Container wurde auf
dem Schüttler ständig in Bewegung gehalten (200 osc/min für
15min bei Raumtemperatur). Die mehrstufige Rehydrierung der
OS wurde mithilfe der gleichen Methodik [23] für 30min bei
Raumtemperatur durchgeführt. Für die Drop-Rehydrierung be-
nutzten wir 50ml Kulturlösung (L-15-Medium + 10% DSS) (Gy-
nemed GmbH) in 50-ml-Röhrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland). Diese Methode erfordert die lang-
same Zugabe (Drop) einer Kulturlösung zur Saccharoselösung
mit den OS. Die endgültige Saccharosekonzentration betrug
0,06M. Schließlich wurden die OS 3-mal in Kulturmedium
10min lang gewaschen. Nach Erwärmung und Waschen wurden
die OS in die In-vitro-Kultur überführt.

In-vitro-Kultur
Das Gewebe der Kontrollgruppe 1 wurde sofort nach der Ankunft
der Transportbox und das Gewebe der experimentellen Gruppen
nach Kryokonservierung (Gruppen 2 und 3) in 200-ml-Kultur-
Flaschen (Cellstar™, Greiner Bio-One GmbH) mit 30ml
AIM‑V™-Medium (Gibco, Grand Island, NY, USA) überführt. Die
In-vitro-Kultur erfolgte während 16 Tagen bei 37°C in 5% CO2

mit einer Drehung-Schüttle (mit 75 Schwingungen/Minute).
Wir haben die Überlebensrate des Gewebes mittels der Entwick-
lung der Follikel und die GAPDH-Genexpression beurteilt.

Histologische Untersuchung
Für die histologische Untersuchung wurden die in Bouin-Lösung
exponierten OS in Paraffin eingebettet, seriell geschnitten in
5 µm, gefärbt mit Hämatoxylin-Eosin und unter dem Mikroskop
(× 400) analysiert. Die Zahl der lebensfähigen und beschädigten
Follikel wurde ermittelt.
Um die doppelte Auszählung der gleichen Follikel zu vermeiden,
wurden nur diejenigen mit auf dem Schnitt sichtbarem Eizell-
kern gezählt.
Die Follikelnormalität wurde unter Berücksichtigung der folgen-
den beschriebenen Parameter bewertet. Zwei Typen von Follikeln
wurden ausgewertet: (1) primordiale Follikel, die wie Vesikel-
oozyten mit einer Schicht von flachen Kumuluszellen aussehen
und (2) primäre Follikel, die wie primordiale Follikel aussehen,
Isachenko V et a
aber zusätzlich 1–2 Lagen von Granulosazellen aufweisen. Die
Qualität der Follikel wurde von 1 bis 3 bewertet. Follikel des
1. Grades sind kugelförmig, mit regelmäßig verteilten Granulosa-
zellen, mit homogenem Zytoplasma und leicht granuliertem
Kern mit kondensiertem Chromatin in Form von dichter, sphäri-
scher Struktur in dessen Zentrum. Follikel des 2. Grades haben
die gleichen Besonderheiten, außer dass die Granulosazellen un-
regelmäßig verteilt sind; diese Zellen können flach sein, sodass
das kondensierte Chromatin im Zytoplasma nicht erkennbar ist.
Follikel des 3. Grades haben eine teilweise oder vollständig unter-
brochene Lage von Granulosazellen oder Zytoplasma und pykno-
tische Kerne. Follikel des 1. und 2. Grades wurden als normal und
diejenigen von Grad 3 als anormal bezeichnet.

GAPDH-Genexpression
Die RNA-Vorbereitung, reverse Transkription, PCR und
Real‑Time‑PCR wurden mit den folgenden Methoden durch-
geführt: Die Proben wurden mechanisch zerstört und homo-
genisiert, die Gesamt-RNA wurde mit GeneElute Gesamt-RNA-
Purifikation-Kit extrahiert. Die gnomische DNA wurde mit
DNAse-I Treatment (Sigma) nach dem Herstellerprotokoll ent-
fernt. Mit einem Mikrogramm jeder RNA wurde eine reverse
Transkription mit Benutzung zufälliger Hexamere und Super-
script II reversen Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land) durchgeführt. PCR-Reaktionen enthielten 1× PCR RedTaq
Ready Master Mix, 500 nm jedes GAPDH-Primer (Forward: ′5′-
ggtatcgtggaaggactcatgac-3′; Reverse: 5′-atgccagtgagcttcccgtt-
cagc-3′′) und Vorlage in einem Gesamtvolumen von 10 µl. Das
thermische Profil für die Verstärkung war 95°C für 5min, gefolgt
von 35 Zyklen von 95°C für 15 s, 58°C für 20 s, und 72°C für 40 s.
Die PCR-ProduktewurdenmitGelelektrophorese (7,5%Akrylami-
de oder 3% Agarose) visualisiert. Die Resultate wurden mit
RT‑PCR-Ansatz unterVerwendung von SYBRGrün-Assay in einem
96-Well-Platten-Format mit einer Bio-Rad iCycler validiert. Die
Reaktionen enthielten 1 × SYBR Mastermix (Qiagen, Venlo, Hol-
land), 300 nM eines jeden Primers und 10 nM Kalibrierung Dye
Vorlage in einemGesamtvolumenvon15 µl. Das thermische Profil
für die Amplifikation war 95°C für 8min, gefolgt von 50 Zyklen
von 95°C für 15 s, 58°C für 20 s, und 72°C für 30 s. Am Ende der
Amplifikationsphase wurden Schmelzanalysen durchgeführt
und eine Kurvewurde auf die Produkte gebildet.
l. Genexpression und Morphologie… Geburtsh Frauenheilk 2010; 70: 561–567



Abb. 2 Mikroskopische Fotos von Ovarialgewe-
bestücken (OS) von Patientin B. nach Vitrifikation
[22] und In-vitro-Kultur [23]. Bar = 20 µm.
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 Statistische Analyse

Die Auswirkungen der Kryokonservierung auf die Entwicklung
der Follikel wurdenmittels Varianzanalysen (ANOVA) festgestellt.
Das Niveau der statistischen Signifikanz lag bei p < 0,05.
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Ergebnisse
!

Die Auftaugeschwindigkeit von eingefrorenem und vitrifiziertem
Ovarialgewebe im Temperaturintervall von −150 bis −4°C betrug
~ 150°C/min.

Histologische Untersuchung
Nur Primär- und primordiale Follikel wurden als lebensfähig bzw.
gesund beurteilt. Alle präantralen und die antralen Follikel waren
nach Kryokonservierung und In-vitro-Kultur degeneriert. Wir
haben diese Follikel nicht gezählt. Die mittlere Dichte von pri-
mordialen Follikeln pro 1mm3 für die Gruppe 1 (frische in vitro
b
Isachenko V et al. Genexpression und Morphologie… Geburtsh Frauenheilk 2010; 7
kultivierte OS) war 10,1% ± 2,0, für Gruppe 2: 13,1 ± 4,3 und für
die Gruppe 3: 12,7 ± 3,6 (p > 0,1).
Es wurde festgestellt, dass 93, 74 und 78% Follikel der Gruppen 1,
2 und 3 morphologisch unauffällig waren (p1–2, 3 < 0,05; p2–
3 > 0,1) (l" Abb. 1, 2 und 3). Die restlichen Follikel befanden sich
in progressiven Stadien der Degeneration.

GAPDH-Genexpression
Nach der Kryokonservierung und In-vitro-Kultur wurden die OS
für die RNA-Purifikation verwendet. Die GAPDH-Expression
wurde durch die konventionelle RT‑PCR analysiert (l" Abb. 4). Es
zeigte sich ein drastisch reduzierter Level der GAPDH-Gen-
expression in den OS nach Vitrifikation (Liniengruppe A) im Ver-
gleich zur Gruppe 3 (konventionelles Einfrieren, Liniengruppe B).
Abb. 3 Mikroskopische Fotos von Ovarialgewe-
bestücken (OS) von der gleichen Patientin B. nach
konventionellem Einfrieren [18,36] und In-vitro-
Kultur [23]. Bar = 20 µm.
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Eines der wichtigen Ziele der Ovargewebeentnahme und deren
Kryobanking ist eineWiederherstellung der reproduktiven Funk-
tion nach einer onkologischen Behandlung. Die Methoden der
Zellkryokonservierung lassen sich in 2 Gruppen unterteilen: tra-
ditionelles („langsames“) Einfrieren und Kryokonservierung
durch das direkte Eintauchen des Gewebes in flüssigen Stickstoff
(sog. Vitrifikation).
Bisherige Publikationen zeigten, dass es möglich ist, erfolgreich
humanes Ovarialgewebe mit penetrierenden Kryoprotektiva
ohne Disaccharide zu vitrifizieren [24]. Es zeigte sich, dass die
langsame Kryokonservierung dabei besser als die Vitrifikation
ist [18].
Später wurde ein neues Protokoll für die humane Ovarialgewebe-
vitrifikation eingeführt [25]. Verschiedene kryoprotektive Lösun-
gen und die Art der Kühlung/Erwärmung wurden getestet. Die
besten Ergebnisse wurden für das Protokoll mit 2,62M DMSO
+ 2,6M Acetamid + 1,31M Propylenglykol + 0,0075M Polyethy-
lenglykol in Kombination mit direktem Eintauchen der Ovarial-
gewebefragmente (ohne Hülle) in flüssigen Stickstoff erzielt [25].
Die vergleichenden Untersuchungen (Einfrieren vs. Vitrifikation)
wurden auch an humanem, Rinder- und Schweineovarialgewebe
durchgeführt [17]. In dieser Studie verwendeten die Autoren
2 Vitrifikationsprotokolle. Im 1. Protokoll [26] wurden OS in 35%
Ethylenglykol + 5% Polyvinylpyrrolidon + 0,4M Trehalose durch
das Abkühlen des Gewebes in kleinen Mengen der Vitrifikations-
lösung, spätere Erwärmung auf 37°C und stufenweiser Entfer-
nung der Kryoprotektiva in 0,3M Trehalose kryokonserviert. Im
2. Protokoll [27] wurden die Gewebestücke in 22% Ethylenglykol
+ 22% DMSO mit Entfernung der Kryoprotektiva in 0,25M
Saccharose nach Erwärmungmit 37°C vitrifiziert. Die OSwurden
auch konventionell mit 1,5M DMSO oder 1,5M Propylenglykol
unter stufenweiser Entfernung der Kryoprotektiva in DMSO oder
Propylenglykol [27] eingefroren. Unmittelbar nach Erwärmung/
Auftauen wurden die Ovarialgewebsfragmente histologisch un-
tersucht und ausgewertet. Die Autoren dieser Studie haben fest-
Isachenko V et a
gestellt, dass einige Besonderheiten der Kryostabilität der Follikel
von Art und Typ der Kryoprotektoren abhängig sind. Allerdings
ist die zentrale Schlussfolgerung folgende: Konventionelles Ein-
frieren ist die bessere Methode für die Kryokonservierung von
Ovarialgewebe im Vergleich zur Vitrifikation [17]. Dies entspricht
unseren Ergebnissen und erlaubt somit die gleiche Schlussfolge-
rung: Das konventionelle Einfrieren ist im Vergleich zur Vitrifika-
tion effektiver für die Kryokonservierung von Ovarialgewebe.
Dagegen stehen die Ergebnisse von Rahimi et al. [28], die das
konventionelle Einfrieren mit der Vitrifikation von humanem
Ovarialgewebe nach Transplantation auf SCID-Mäuse verglichen.
Die Prüfung der nekrotisierenden Bereiche im Ovarialgewebe
nach Kryokonservierung mit diesen beiden Methoden und nach-
folgende Transplantation auf SCID-Mäuse zeigte allerdings kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen konventionellem Ein-
frieren und Vitrifikation.
Die Arbeitsgruppe von Li et al. [19] verglich die beiden Methoden
(konventionelles Einfrieren und Vitrifikation) von menschlichem
Ovarialgewebe mit nachfolgender langfristiger In-vitro-Kultur
von Gewebe nach dem Auftauen/Erwärmung. Die Gewebestrei-
fen wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Streifen aus der 1. Gruppe
wurden in 2,5M (15,6%) DMSO + 2,5M (15,2%) Propylenglykol +
0,2M Saccharose durch direktes Eintauchen in den flüssigen
Stickstoff vitrifiziert. Auftauen der vitrifizierten Streifen wurde
durch direktes Eintauchen der vitrifizierten Tropfen mit Gewebe
in 0,5M Saccharose bei 38°C mit stufiger Rehydrierung der Strei-
fen in 0,5, 0,25 und 0,125M Saccharose durchgeführt. Die kon-
ventionell eingefrorenen Streifen der 2. Gruppe wurden in 1,5M
(11,7%) DMSO + 0,1M Saccharose bei 37°C aufgetaut und schritt-
weise in 0,25 und 0,125M Saccharose rehydriert. Nach 2Wochen
der In-vitro-Kultur zeigten beide Gruppen keinen Unterschied
hinsichtlich des Anteils der normalen Follikel [19]. Die durch-
schnittlichen Konzentrationen von 17β-Östradiol und Progeste-
ronwaren bei der Vitrifikation und dem konventionellen Einfrie-
ren statistisch gleich. Die Autoren glauben, dass die Vitrifikation
durch direktes Eintauchen von Gewebe in flüssigen Stickstoff
eine effektivere Methode als das konventionelle Einfrieren ist.
l. Genexpression und Morphologie… Geburtsh Frauenheilk 2010; 70: 561–567
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Erst kürzlich veröffentlichten Keros et al. [22] vergleichende Un-
tersuchungen von konventionellem Einfrieren und Vitrifikation
von menschlichem Ovarialgewebe mit nachfolgender langfristi-
ger In-vitro-Kultur von Gewebe nach Auftauen/Erwärmung.
Kryoprotektiva für das langsame Einfrieren waren Propylengly-
kol mit Saccharose und Ethylenglykol mit Saccharose. Für die Vi-
trifikation wurde das Gewebe für 5 oder 10 Minuten in 3 Lösun-
gen inkubiert, die eine Kombination von Dimethylsulfoxid
(DMSO), Propylenglykol, Ethylenglykol und Polyvinylpyrrolidon
darstellten.
Nach Kryokonservierung mit dem konventionellen Einfrieren
und Vitrifikation war die Qualität von Ovarialgewebe grundsätz-
lich gut. Das Ovarialstromawar nach Vitrifikationmorphologisch
deutlich besser als nach dem langsamen Einfrieren. Die Follikel
waren nach der Kryokonservierung aller Methoden gut erhalten.
In unseren Versuchen haben wir genau dieses Protokoll der
Arbeitsgruppe von Keros et al. [22] für unsere Experimente ver-
wendet.
Wir glauben aber, dass bei ähnlicher Effektivität von konventio-
nellem Einfrieren und Vitrifikation der Hauptnachteil der Vitrifi-
kation im direkten Kontakt von Gewebe mit dem flüssigen Stick-
stoff besteht.
In unseren Untersuchungen wurde die Vitrifikationsmethodik
durch direkte Kühlung der Zellen in flüssigem Stickstoff getestet.
Der direkte Kontakt zwischen flüssigem Stickstoff und dem Ge-
webe konnte nicht vermiedenwerden.Wir postulieren, dass jede
Technologie, die für die Reproduktionsmedizin verwendet wird,
den vollen Schutz der biologischen Objekte vor Mikroorganis-
men garantieren muss [29,30]. Es ist aber so, dass flüssiger Stick-
stoff, der für die Lagerung der gefrorenen Materialien verwendet
wird, eine Quelle der Kontamination durch Mikroorganismen
sein könnte [30,31]. Auch die Filtration oder UV-Bestrahlung
können keinen sterilen flüssigen Stickstoff garantieren. Zum Bei-
spiel wurde eine Kontamination des Blutes mit Hepatitisviren
während der Zeit der Lagerung der Proben in flüssigem Stickstoff
beobachtet [32]. Verschiedene Arten von Viren haben sehr kryo-
stabile Strukturen. Beim Hepatitisvirus [32], Papovavirus [33],
Stomatitisvirus [34] und Herpesvirus [35] wurde eine Erhöhung
der Virulenz bei der Lagerung in flüssigem Stickstoff beobachtet.
Demnach stützt sich die von uns geäußerte Präferenz für das
konventionelle Einfrieren nicht nur auf statistisch signifikante
Viabilitätsunterschiede nach Vitrifikation und konventionellem
Einfrieren. Unsere Schlussfolgerung basiert auf der Beurteilung
unter Einbezug praktisch und hygienisch orientierter Gründe.
In der Tat ist es aber so, dass die Vitrifikation technologisch viel
einfacher ist, der Kryozyklus braucht weniger Zeit, und sie ist bil-
liger als das konventionelle Verfahren zum Einfrieren.
Allerdings ist das zentrale Ziel der Kryotechnologie die Erhaltung
der Follikel und nicht die Einfachheit und Erleichterung der
Arbeitsbedingungen der durchführenden Mitarbeiter. Obwohl
die Ergebnisse unserer Untersuchung zwar gezeigt haben, dass
die Vitrifikation die Lagerung von lebensfähigen Follikeln nach
Erwärmung garantieren kann, ist das konventionelle Einfrieren
dennoch effektiver.
Schlussfolgerung
!

Die Kryokonservierung vonmenschlichem Ovarialgewebe ist mit
dem konventionellen langsamen Einfrieren effektiver als mit der
Vitrifikation.
Isachenko V et al. Genexpression und Morphologie… Geburtsh Frauenheilk 2010; 7
Fazit für die Praxis
!

Das Ziel dieser Studie war der Vergleich des konventionellen Ein-
frierens mit der Vitrifikation bei der Anwendung für das mensch-
liche Ovarialgewebe. Es ist anzunehmen, dass für die Kryokonser-
vierung von menschlichem Ovarialgewebe das konventionelle
Einfrieren besser geeignet ist als die Vitrifikation.
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