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Summary

We report on the “Munich”
concept of cryo-TESE and the
results that have been achieved
after performing 376 treatment
cycles. Characteristic for this
concept is: all tesicular biopsies
are carried out in a separate
operation room in the womens’
hospital and — after separating
parts for histological examin-
ation — all biopsies immediately
are prepared by mechanic
methods; there is no cryopreser-
vation of the biopsies “en bloc”,
but only — after preparation — a
cryopreservation of testicular
spermatozoa in homogeneous
solutions. By using cryopre-
served spermatozoa for ICSI, the
fertilization rate was 55.6 % on
average and the embryo transfer
rate 90.7 % resulting in a

ZUSAMMENFASSUNG

Wir berichten tiber das ,Miinch-
ner” Kryo-TESE-Konzept und die
Ergebnisse, die hiermit nach 376
Behandlungszyklen erzielt wurden.
Folgende Charakteristika zeichnen
das Konzept aus: Alle Hodenbiop-
sien werden in einem speziellen
Operationssaal in den Raumen
der Frauenklinik durchgefuhrt
und die Aufarbeitung der Biop-
sate erfolgt — nachdem ein Teil fiir
die histologische Untersuchung
abgetrennt wurde — unmittelbar,
und zwar mechanisch; die Kryo-
konservierung erfolgt dann nicht
»en bloc”, sondern — nach Prapa-
ration — in homogenen Losungen.
Unter Verwendung von kryokon-
servierten Spermatozoen fir die
ICSI erzielten wir eine durch-

pregnancy rate of 23.6 % per
treatment cycle and 26 % per
embryo transfer. After treatment
of 173 patients 89 clinical
pregnancies were established so
that we reached until now a
pregnancy rate per patient of
51.4%. Up to July 1998 39
healthy children were already
born. We conclude from these
data that — compared to native
testicular spermatozoa — the use
of cryopreserved testicular
spermatozoa for ICSI leads to
equal results. In contrast to the
use of native testicular sperma-
toza with the necessity of
repetitive testicular biopsies,
cryopreservation is advantageous
in many concerns (eg, logistic,
organisatoric and financial) and
must be recommended for
clinical routine.

schnittliche Fertilisationsrate von
55,6 % und eine Embryotransfer-
rate von 90,7%. Hieraus errechnet
sich eine Schwangerschaftsrate
von 23,6 % pro Behandlungszyk-
lus und 26 % pro Embryotransfer.
Von bislang 173 behandelten Pa-
tientinnen konzipierten 89 im
Sinne einer klinischen Schwanger-
schaft, was einer Schwanger-
schaftsrate von 51,4 % pro Patien-
tin entspricht. Bis zum Juli 1998
sind bereits 39 gesunde Kinder
geboren worden. Diese Ergebnis-
se zeigen, dal’ die Verwendung
von kryokonservierten testikula-
ren Spermatozoen fir die ICSI zu
den gleichen Resultaten fiihrt wie
die Verwendung von nativen. Im
Gegensatz zur Verwendung von
nativen testikuldren Spermatozo-
en, die wiederholte Hodenbiop-
sien erforderlich machen, ist die
Kryokonservierung auch noch in
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logistischer, organisatorischer und
finanzieller Hinsicht vorteilhafter
und muls demzufolge fiir die klini-
sche Routine empfohlen werden.

EINLEITUNG

Mit Einflihrung der intrazytoplas-
matischen Spermatozoeninjektion
(ICSI) ist es moglich geworden,
humane Oozyten auch mit
testikularen Spermatozoen zu
fertilisieren (1, 2, 3, 4, 5]. Eines
der dabei auftretenden Haupt-
probleme besteht darin, daf8 die
Spermatozoen flr jeden einzelnen
Behandlungszyklus der Ehefrau
aufs neue durch eine testikulare
Spermienextraktion (TESE), also
eine Hodenbiopsie, operativ
gewonnen werden mussen. Dies
bringt nicht nur eine erhebliche
korperliche Belastung des Ehe-
mannes mit sich, sondern auch
logistische und organisatorische
Probleme bei der Abstimmung
der operativen Eingriffe beider
Ehepartner [6, 7, 8].

Eine Losung dieses Problems
konnte darin bestehen, moglichst
viele Eizellen zu entnehmen, als
Vorkernstadien zu kryokonser-
vieren und in folgenden Transfer-
zyklen (im Entwicklungsstadium
eines Praimplantationsembryos)
nach und nach zuriickzusetzen.
Allerdings bleiben hierbei recht-
liche Unsicherheiten, da das
bundesdeutsche Embryonen-
schutzgesetz (ESchG) verbietet,
innerhalb eines Behandlungszyk-
lus mehr Eizellen zu befruchten
als zurlickgesetzt werden konnen;
die Hochstanzahl liegt bei drei.
Ein anderes Problem dieses
Konzeptes besteht darin, daf® die
Schwangerschaftsraten nach
Kryokonservierung schlechter
ausfallen als ohne [9].
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Aufgrund dieser Uberlegungen
wurde das Konzept entwickelt,
die testikuldren Spermatozoen zu
kryokonservieren (Kryo-TESE) und
die Eizellen mit aufgetauten,
testikuldren Spermatozoen zu
fertilisieren [8]. Im nachfolgenden
mochten wir das von uns entwik-
kelte Konzept (,Miinchner Mo-
dell”) vorstellen und tber die
damit erzielten Behandlungs-
resultate berichten.

\/ORGANGSWEISE UND
TECHNISCHE DURCHFUHRUNG

Die Hodenbiopsien fiihrt der uro-
logische Fachkollege mit gyndko-
logischer Assistenz in der Frauen-
klinik durch. Hierfiir existiert ein
spezieller andrologischer Opera-
tionsraum, der unmittelbar an die
andrologischen Labors angrenzt.
Durch diese raumliche Anordnung
ist es problemlos moglich, die
Biopsien sofort aufzuarbeiten und
tber das Ergebnis der Aufarbei-
tung zu informieren. Dadurch
kann der Umfang der TESE, d. h.
der multiplen Biopsien, jeweils
der individuellen andrologischen
Situation des Patienten optimal
angepalst werden.

Ein kleiner Teil einer jeden Biopsie
wird fur die histologische Unter-
suchung abgetrennt. Das Ubrige
Gewebe wird mechanisch aufge-
arbeitet, teils durch ,Ausmelken”
der Samenkanilchen, teils durch
Quetschung des Gewebes. Durch
diese Vorgangsweise lassen sich
sehr schnell erste Aussagen tber
die Existenz von Spermatozoen
machen. Diese Information ist —
wie dargestellt — fur die weitere
Operationsplanung bzw. die
Ausdehnung des Eingriffs essenti-
ell. Nach der mechanischen

Aufarbeitung erfolgt eine Suspen-
sion in Kulturmedium (Ham’s
F10) und — nach Abschlufs der
TESE — ein Pooling aller Proben.
Diese werden — je nach Verun-
reinigungsgrad durch andere
Zellelemente und aufgrund der
Spermatozoendichte — entweder
tber Percollgradienten oder durch
Pelletierung und Resuspension
(1-2 Mal) gereinigt. Um eine
gewisse ,Standardisierung” zu
erreichen, resuspendieren wir das
gereinigte Material abschliefend
auf T ml Medium. Erst danach
wird ein Spermiogramm erstellt:
Sollte sich hierbei eine sehr
niedrige Spermatozoendichte
ergeben, so vermindern wir durch
eine erneute Pelletierung und
Resuspension das Endvolumen;
bei einer sehr hohen Dichte
erhohen wir es durch weitere
Zugabe von Medium.

Zur Vorbereitung auf die Kryokon-
servierung wird die Endsuspension
tropfchenweise mit dem Kryopro-
tektivum Steritec® (Fa. Steripharm,
Berlin) versetzt, gemischt und dann
mittels langer Kantlen in Straws
eingefillt, die an einem Ende mit
einem Kugelchen verschlossen
sind (Minittib, Landshut). Nach dem
Abfillen wird auch das andere
Ende mit einem kleinen Kiigelchen
verschlossen. Fur die Kryokonser-
vierung verwenden wir das Planer
Biomed MR3 Kryo 10, vertrieben
durch die Fa. Messer-Griesheim,
Krefeld. Der Abkihl- bzw. Gefrier-
vorgang ist programmgesteuert:
nach einer langsamen Abkihlungs-
phase von 8 min. folgt eine schnel-
le Phase von 12 min. Die Proben
werden in flissigem Stickstoff
aufbewahrt (Biosafe-System, Fa.
Messer-Griesheim).

Nach dem Auftauen resuspendie-
ren wir die Probe — je nach der

DAS
,MUNCHNER*
KRYO-TESE-
KONZEPT

Spermatozoendichte — in Kultur-
medium (Ham'’s F10). Fir die ei-
gentliche Durchftihrung der ICSI
verzichten wir in aller Regel auf
eine Aufschwemmung der Sper-
matozoen in Polyvinylpyrrolidon
(PVP) und verwenden stattdessen
die native End-Suspension (Direk-
te Spermienaspiration, DSA).
Ansonsten richten wir uns bei der
technischen Durchfiihrung der
ICSI nach den Angaben von van
Steirteghem et al. [10]. Nach der
ICSI belassen wir die injizierten
Oozyten allerdings nicht unter
Paraffinol, sondern inkubieren sie
wiederum in frischem Medium.

Der Embryotransfer erfolgt zwei
Tage nach ICSI, ausschlieflich
intrauterin und meist mittels eines
gebogenen Wallace® Katheters.

Die Lutealphase stiitzen wir
ublicherweise mit 3 x 1500 I.E.
hCG und 3 x 200 mg Progeste-
ronkigelchen intravaginal
(Utrogest® oder Utrogestan®). Von
diesem Schema weichen wir
allerdings ab, wenn ein hohes
Risiko fiir ein ovarielles Hyper-
stimulationssyndrom (OHSS)
besteht (dann keine hCG-Gaben)
oder aufgrund der Stimulation
von einer relativen Ovarialinsuf-
fizienz ausgegangen werden mufs
(dann 3 x 5000 I.E. hCQ).

PATIENTENKOLLEKTIV

Bis zum Juli 1998 haben wir bei
insgesamt 206 Patienten eine
multilokuldre und zumeist beid-
seitige TESE zur Spermatozoen-
gewinnung vorgenommen. Bei 33
Ehemannern (16,0 %) konnten
keine Spermatozoen gefunden
werden, sodall 173 Manner bzw.
deren Ehefrauen in Behandlung
verblieben.
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Die zugrundeliegenden Indikatio-
nen sind in Tabelle 1 aufgelistet.
Die haufigste Indikation war ein
Zustand nach Maldescensus testis,
bei den meisten Mdnnern wohl
aufgrund einer operativen Spat-
versorgung nach dem 6. Lebens-
jahr. Weitere, haufige Indikatio-
nen waren ein Zustand nach
Orchitis (nahezu ausschlieBlich
adulte Mumpsorchitiden), ein
Zustand nach Chemotherapie
(genitale und extragenitale Tumo-
ren) und postentziindliche Samen-
leiterlasionen, bei denen eine
mikrochirurgische epididymale
Spermienaspiration (MESA) nicht
mehr moglich war. Ein vergleichs-
weise ebenfalls grolles Kollektiv
bilden auch die Madnner mit
einem hypergonadotropen
Hypogonadismus unklarer Patho-
genese. Die durchschnittlichen
FSH-Werte (meist mehrere Be-
stimmungen pro Patient) in dieser
Gruppe ermittelten wir mit 36,8
U/I. Unter ,andere Ursachen”
haben wir Patienten mit einer
Orchiektomie (aufgrund eines
Karzinoms oder einer Hodentor-
sion) oder solche mit Klinefelter-
Syndrom zusammengefaft.
Bislang haben wir bei 7 Mannern
mit dieser Diagnose eine TESE
durchgefiihrt, konnten jedoch
trotz ausgedehnter Biopsien bei 5
Patienten keine Spermatozoen
nachweisen.

ERGEBNISSE

Die Eckdaten beztiglich der Durch-
fihrung der ICSI sind in Tabelle 2
dargestellt. Bislang haben wir
2391 Oozyten aspiriert, hiervon
2236 (93,5 %) in Metaphase Il und
damit fur die ICSI geeignet. Nach
der ICSI fertilisierten sich 1244
Eizellen regelhaft mit der Ausbil-
dung von 2 Pronuklei (55,6 %).
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Atypisch aktivierte Eizellen mit
drei oder mehr Vorkernen ver-
zeichneten wir 37 (1,6 %), die
Zahl der atretischen Eizellen nach
ICSI betrug 109 (7,3 %).

Nach Resuspension auf 1 ml
Medium schwankte die Sperma-
tozoendichte zwischen 50/ml
(geschatzt) und 1,5 Mio/ml. Eine
geringe ortsstandige Beweglich-
keit zeigten einzelne Spermato-
zoen fast immer, ausgesprochen
selten waren Spermatozoen mit
progressiver Motilitat. In diesen
Fallen war dann meistens auch
die Spermatozoendichte hoch.

Die klinischen Behandlungs-
ergebnisse zeigt Tabelle 3. Bis Juli
1998 haben wir 376 Behandlungs-
zyklen durchgefiihrt. Bei allen
Ultraschallpunktionen konnte
mindestens eine Eizelle aspiriert
werden. Die Embryotransferrate
lag mit 341 intrauterinen Embryo-
transfers bei 90,7 %. Im Schnitt
transferierten wir 2,2 Praimplan-
tationsembryonen. Die Zahl der
transferierten Embryonen (maximal
3 sind nach dem ESchG gestattet)
richtete sich allerdings letztlich
nach den Wiinschen des Ehepaa-
res.

Tabelle 1: Indikationen zur TESE (Alle Prozentangaben sind auf die Patienten
mit Spermatozoen bezogen, d. h. auf 173)

Biopsierte Mdnner 206 (100 %)
Keine Spermatozoen gefunden 33 (16,0 %)
Maénner mit testikuldren Spermatozoen 173 (84,0 %)
Maldescensus testis 50 (28,9 %)
Hypergonadotroper Hypogonadismus unklarer Genese 42 (24,2 %)
Z. n. Orchitis 28 (16,2 %)
Z. n. Chemotherapie 19 (10,9 %)
Postentziindlicher Zustand / Nebenhodendysplasie 17 (9,8 %)
Andere Ursachen (z. B. Klinefelter-Manner) 17 (9,8 %)

Tabelle 2: Eckdaten der intrazytoplasmatischen Spermatozoeninjektion

Behandlungszyklen 376
Gewonnene Eizellen 2.391

hiervon in Metaphase Il (fur ICSI geeignet) 2.236 (93,5 %)
Injizierte Eizellen (Metaphase ) 2.236

Atretische Eizellen nach ICSI 182 (8,1 %)
Fertilisierte Eizellen mit 2 Vorkernen 1.244 (55,6 %)
Atypisch aktivierte Eizellen mit 3 oder mehr Vorkernen 37 (1,6 %)
Tabelle 3: Klinische Behandlungsergebnisse

Patientinnen 173
Behandlungszyklen 376
Embryotransfers (ET) 341 (90,7 %)
Klinische Schwangerschaften 89

Klinische Aborte 13

Geborene Kinder 39
Schwangerschaftsrate pro Behandlungszyklus 23,6 %
Schwangerschaftsrate pro Embryotransfer 26,0 %
Schwangerschaftsrate pro Patientin (,kumulativ”) 51,4 %



Bisher konnten wir 89 klinische
Schwangerschaften (definiert durch
Visualisierung im Ultraschall) ver-
zeichnen, woraus sich eine
Schwangerschaftsrate pro Be-
handlungszyklus von 23,6 % bzw.
von 26,0% pro Embryotransfer
ergibt. Die klinische Abortrate
betragt bislang 14,6 % (13 Patien-
tinnen).

Die kumulative Schwangerschafts-
rate, also die Schwangerschafts-
rate pro Patientin, betrdgt bei 176
behandelten Patientinnen bis zum
jetzigen Zeitpunkt 51,4 %. Da
sich ein Teil der Patientinnen, die
bislang nicht konzipierten oder
abortierten, noch bzw. wieder in
Behandlung befinden, wird die
kumulative Schwangerschaftsrate
noch ansteigen.

Geboren wurden bis zum Juli
1998 insgesamt 39 Kinder, zwei
Mal Drillinge, vier Mal Zwillinge
und 25 Einlinge. Ausweislich aller
bislang durchgefiihrten Untersu-
chungen sind alle Kinder ohne
Auffélligkeiten und gesund.

DISKUSSION

Bezuiglich der Verwendung von
kryokonservierten testikularen
Spermatozoen (Kryo-TESE) zur
intrazytoplasmatischen Injektion
(ICSI) gibt es in der Literatur
bislang noch nicht viele Mittei-
lungen [11, 12, 13, 14]. Dement-
sprechend sind die hier vorge-
stellten Daten — unserem Wissen
nach — die umfangreichsten zu
dieser Thematik.

Unseren Erfahrungen nach sind
durch ICSI mit kryokonservierten
Spermatozoen (Kryo-TESE) Ergeb-
nisse erzielbar, die denen mit

nativen testikuldren Spermatozo-
en entsprechen (2, 4, 5, 6]. Diese
Feststellung gilt sowohl im Hin-
blick auf die Embryotransfer- als
auch die Schwangerschaftsraten.
Bislang sind tiber 50 % der behan-
delten Patientinnen schwanger;
dieser Prozenzsatz wird noch
ansteigen, da viele Patientinnen,
die bislang nicht konzipierten,
weiterhin in Behandlung sind.

Die Kryokonservierung von testiku-
laren Spermatozoen verschlech-
tert die Behandlungsergebnisse
also nicht. Da die Kryokonservie-
rung eine zeitliche Entkopplung
der Behandlung von Ehemann
und Ehefrau ermoglicht und sich
dartiberhinaus noch weitere logi-
stische und finanzielle Vorteile
ergeben, steht es unseres Erach-
tens aufBer Frage, dal$ das Kryo-
TESE-Konzept in der klinischen
Behandlungsroutine Prioritdt ha-
ben muf. Solche, hier gemeinten
Vorteile sind: Vermeidung unnéti-
ger Behandlungen der Ehefrau
(bei immerhin 16 % der Eheman-
ner konnten keine Spermatozoen
gefunden werden) und wiederhol-
ter Hodenbiopsien, Moglichkeit
zu Zusatzuntersuchungen (wie z. B.
der Bestimmung der Aneuploidie-
rate der Spermatozoen [15]) und
ggf. zur erneuten Beratung (z. B.
wenn nur Spermatiden gefunden
wurden) und somit letztlich eine
deutliche Verminderung der
Gesamtbehandlungskosten.

Das hier vorgestellte Konzept einer
engen raumlichen, personellen
und organisatorischen Vernetzung
ermoglicht es, eine TESE dann zu
beenden, wenn sich ausreichend
viele Spermatozoen nachweisen
lieBen; umgekehrt kann die TESE
situationsgerecht ausgedehnt
werden, wenn in den gewonne-
nen Proben keine Spermatozoen

DAS
,MUNCHNER*
KRYO-TESE-
KONZEPT

zu finden sind. Dadurch kann ein
Hochstmald an patientenorientier-
ter Individualisierung des operati-
ven Eingriffs realisiert werden.
Deshalb erscheint uns diese Orga-
nisationsform bzw. Vorgangsweise
empfehlenswert.

Einer etwas anderen Vorgangs-
weise folgt das ,Hamburger”
Kryo-TESE-Konzept, bei dem die
Biopsate sofort — d. h. also
,blind” — kryokonserviert werden
[16]. Von diesen Biopsaten wird
vor der Kryokonservierung — dhn-
lich wie bei uns vor der Aufarbei-
tung — ein Teil abgetrennt und zur
histologischen Untersuchung ge-
geben. Im Gegensatz zu unserem
Konzept dient die histologische
Untersuchung aber auch dem
Nachweis von Spermatozoen, frei-
lich mit dem Nachteil, dafl$ diese
wichtige Information erst lange
nach dem operativen Eingriff ver-
flgbar ist. Berticksichtigt man,
dafs die Restspermiogenese bei
ausgepragten testikularen Insuffi-
zienzen nicht homogen tiber den
Hoden verteilt ist [17] und die
Proben in ihrem ,Spermatozoen-
gehalt” daher sehr verschieden
ausfallen konnen [8, 13, 17], mul}
diese Vorgangsweise zwangsldufig
als ungunstiger erachtet werden.
Dartiberhinaus hat unsere Erfah-
rung gezeigt, dafs sich bei der
Aufarbeitung der Exzisate immer
wieder Spermatozoen finden las-
sen, obwohl die histologische
Untersuchung keine nachweisen
konnte. Nicht unberticksichtigt
bleiben sollte auch, dal® die sofor-
tige Homogenisierung der Proben
eine zuverldssige Portionierung
erlaubt, weswegen bei der spate-
ren ICSI nicht mehr Straws aufge-
taut werden miussen, als unbe-
dingt notwendig. Ein Argument
fur die in toto-Kryokonservierung
der Exzisate ist die vermeintlich
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bessere Kryoprotektion der Sper-
matozoen [16]. Dieses Argument
sehen wir durch unsere Behand-
lungsergebnisse allerdings nach-
haltig widerlegt. Dasselbe mul}
wohl bezuglich der enzymatischen
Andauung und Aufarbeitung der
Biopsate (,Hamburger” Konzept)
versus der von uns getibten me-
chanischen gelten [13, 16].

Ohne Frage stellt das Kryo-TESE-
Konzept in allen Belangen hohe
Anforderungen an die Organisation
und Erfahrung eines Zentrums [1,
2,16, 17]. Es ist daher dringend
zu empfehlen, Kryo-TESE/ICSI nur
an solchen Zentren durchzufiihren,
an denen entsprechende Behand-
lungszyklen auch in einer wirklich
nennenswerten Anzahl pro Jahr
anfallen.
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