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Abstrakt (deutsch)

Hintergrund
Kryokonservierungen von Spermien fungieren seit Jahrzehnten als Standardmethode

zur Fertilitatsprotektion fur mannliche Patienten. Da die meisten Alkylanzien, aber auch
gonadale Bestrahlungen, Konditionierungsregimes fur HSZT sowie Orchiektomien die
Spermatogenese stark beeintrachtigen konnen, sollte jungen Krebspatienten vor
Therapieinitierung eine entsprechende Fertilitatsprotektion angeboten werden.
Jedoch nutzten in bisherigen Studien nur etwa 3 — 10% der Krebspatienten, die sich
fur eine Kryokonservierung entschieden, ihre Spermien zu einem spateren Zeitpunkt.
Faktoren, die Einfluss auf die Spermiennutzung nehmen, sind bislang nicht
ausreichend erforscht.

Zielsetzung
Das Ziel der vorliegenden Forschung besteht in der Analyse der klinischen Relevanz

von Kryokonservierungen von Spermien als Fertilitatsprotektion vor gonadotoxischen
Therapien anhand von Untersuchungen zu Spermiennutzung und Erfahrungen aus

assistierter und naturlicher Reproduktion der Patienten.

Methoden

In einer retrospektiven Studie wurde allen mannlichen Patienten, die zwischen 1994
und 2017 reproduktives Material in der Kryobank der Charité konserviert hatten,
Fragebogen mit Fragen zu Krankengeschichte, Kryokonservierung, Spermiennutzung
und reproduktiven Erfahrungen zugesandt. Insgesamt wurden 99 Patienten, die eine
Kryokonservierung aufgrund einer gonadotoxischen Behandlung durchfuhren lie3en,
in die Studie eingeschlossen. Weiterhin wurden Spermienparameter der
Studienteilnehmer zum Zeitpunkt der Kryokonservierung analysiert. Die erhobenen
Daten wurden statistisch mithilfe von SPSS ausgewertet.

Ergebnisse
Die haufigsten onkologischen Diagnosen waren maligne Hodentumore (29,3%) und

Lymphome (26,3%), wohingegen alle nicht-onkologischen Patienten (8,1%) unter
Autoimmunerkrankungen litten. Das mediane Alter zum Studienzeitpunkt und zum

Zeitpunkt der Kryokonservierung betrug jeweils 38,0 und 29,0 Jahre. 25,0% der
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Patienten wurde mit Behandlungen mit hohem und 45,5% mit mittlerem
gonadotoxischen  Potenzial therapiert. @ Die  pratherapeutische  mediane
Spermienkonzentration von Patienten mit malignen Hodentumoren war signifikant
niedriger im Vergleich zu der von Patienten mit anderen Diagnosen. Insgesamt 17
Patienten (17,2%) verwendeten ihr Kryokonservat und konnten in 58,8% die
Vaterschaft mindestens eines mithilfe von ART gezeugten Kindes erlangen. Patienten,
die ihre Spermien nutzten, erhielten in 40,0% Therapien mit hoher und in 33,3% mit
mittlerer Gonadotoxizitat. Ein Funftel der Patienten (20,7%) zeugten mindestens ein

Kind durch naturliche Konzeption nach durchgefuhrter Therapie.

Schlussfolgerung

Unsere Studie bestatigt, dass Kryokonservierungen von Spermien eine effektive
Methode zur Fertilitatsprotektion darstellen und bei Nutzung in mehr als der Halfte der
Falle erfolgreich zu Vaterschaft fihren. Zudem weisen unsere Ergebnisse darauf hin,
dass eine Korrelation zwischen dem gonadotoxischen Potenzial der durchgefuhrten
Therapie und einer spateren Spermiennutzung besteht.



Abstract (English)

Background
Cryopreservation of sperm has served as the standard method for fertility preservation

in male patients for the last decades. Due to the deleterious effects on
spermatogenesis that can result from most alkylating agents, gonadal irradiations,
conditioning regimens for HSCT, and orchiectomies, young cancer patients should be
provided an appropriate fertility preservation option prior to treatment initiation.
However, in previous studies, only 3 — 10% of cancer patients who decided to undergo
cryopreservation used their semen afterwards. Influencing factors for future sperm

usage have not yet been analyzed sufficiently.

Purpose
The aim of the present research is to analyze the clinical relevance of sperm

cryopreservation as a fertility preservation method prior to gonadotoxic treatments by
examining patients’ sperm usages and experiences of assisted and natural

reproduction.

Methods

We conducted a retrospective survey including patients who cryopreserved ejaculated
sperm or testicular tissue at the Cryobank of Charité between 1994 and 2017. Our
questionnaire contained questions regarding the medical history, cryopreservation,
material usage and reproductive experiences of the participants. A total of 99 patients
who underwent cryopreservation of reproductive material to preserve their fertility due
to gonadotoxic treatments were included in the study. In addition, semen
characteristics from the time of cryopreservation were evaluated for study participants.

Collected data was statistically analyzed in SPSS.

Results

Most frequent diagnoses among the oncological patients were malignant testicular
tumors (29.3%) and lymphoma (26.3%), whereas all non-oncological patients (8.1%)
suffered from autoimmune diseases. The median age at the time of the survey and the
time of cryopreservation were 38.0 and 29.0 years, respectively. 25.0% of the patients
underwent treatments with high and 45.5% with intermediate gonadotoxic potential.

The pre-treatment median sperm concentration of testicular cancer patients was
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significantly lower compared to the sperm concentration of non-testicular cancer
patients. A total of 17 patients (17.2%) utilized their frozen material and achieved
fatherhood of at least one ART-conceived child in 58.8% of cases. Patients who used
their sperm received in 40.0% treatments with high and in 33.3% with intermediate
gonadotoxicity. One-fifth of the patients (20,7%) sired at least one naturally conceived

child after treatment.

Conclusion

Our study confirms that sperm cryopreservation is a safe and effective method for male
fertility preservation and, in case of usage, leads to fatherhood in more than half of the
cases. Furthermore, our results suggest that sperm usage directly correlates with the
degree of gonadotoxicity patients received with their treatments.
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1. Einleitung

1.1 Geschichtlicher Hintergrund der Kryokonservierungen von Spermien

Die Anfange der Kryokonservierungen von Spermien gehen auf das Jahr 1776 zuruck,
als der italienische Priester und Physiologe Lazaro Spallanzani das Verhalten von
Spermien bei Kuhlung mithilfe von Schnee beobachtete. Er beschrieb erstmals, dass
durch das Einfrieren eine Immotilitat der Spermien resultiere (1). Jedoch dauerte es
knapp zwei weitere Jahrhunderte bis die erste Schwangerschaft durch Nutzung von
menschlichen, kryokonservierten Spermien erzielt werden konnte (2). Weitere 10
Jahre spater, im Jahr 1963, begann sich die Kryokonservierungstechnik, bei der die
Spermatozoen mithilfe von flissigem Stickstoff bei -196°C gefroren wurden, zu
etablieren. Kurze Zeit darauf folgten erste Berichte Uber erfolgreiche Lebendgeburten
nach Fertilisationen mit kryokonservierten Spermien. Als in den fruhen 1970er Jahren
die Nutzung von artifizieller Insemination zunahm, wuchs auch die Bedeutung von
Samenbanken, in denen Spermien langfristig verwahrt werden konnten. In den
Folgejahren wurde die Technik der Kryokonservierungen und der assistierten
reproduktiven Technologien (ART) stetig weiterentwickelt, sodass sie heute als
Standardmethode fur mannlichen Fertilitatserhalt fungiert (1, 3).

1.2 Gonadotoxische Therapieformen

Diverse Faktoren konnen die Spermatogenese beeintrachtigen und somit eine
Schadigung der mannlichen Fertilitat bewirken. Unter anderem beeinflussen einige
Krebserkrankungen die Spermatogenese negativ und flhren bereits vor
Therapiebeginn  zu  reduzierten = Spermienkonzentrationen und  Gesamt-
Spermienzahlen. Insbesondere Patienten mit malignen Hodentumoren, wie in
zahlreichen Studien berichtet wurde, weisen schon bei Diagnosestellung deutliche
Einschrankungen der Spermatogenese auf (4-6). Dabei werden die
Beeintrachtigungen sowohl durch eine Destruktion des Hodenparenchyms und
Substitution durch Tumorgewebe, eine systemische Inflammation und erhohte
Korpertemperaturen als auch durch hormonelle Dysbalancen aufgrund von Stérungen
der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse und des physiologischen Feedback-
Mechanismus verursacht (7). Daruber hinaus bewirken zahlreiche Krebstherapien eine
Minderung der Fertilitat:
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1.

Zytostatika: Diverse Chemotherapeutika schadigen die sich differenzierenden
Spermatogonien und fihren zu einem progressiven Verlust an Spermatozoen.
Entscheidend fur das Ausmald dieser Schadigung ist zum einen die Art des
Zytostatikums und die Kombination mit weiteren gonadotoxischen Substanzen,
zum anderen die initiale Spermienqualitat sowie die verabreichte Gesamtdosis des
Zytostatikums. In der existierenden Literatur wurden die meisten Alkylanzien sowie
Cisplatin als stark fertilitatsschadigend beschrieben (8, 9). Besonders die
Einnahme von Cyclophosphamid und Ifosphamid birgt das Risiko einer
resultierenden permanenten Azoospermie. Dagegen verursachen Vincaalkaloide
wie Vincristin und Vinblastin typischerweise temporare Oligo- oder Azoospermien.
Jedoch sind auch permanente Storungen der Spermatogenese maoglich, wenn
Vincaalkaloide mit Alkylanzien oder Platin-Analoga kombiniert verabreicht werden
(7). Entstandene Schaden zeigen sich meist innerhalb der ersten sechs Monate
nach Zytostatika-Einnahme. Eine langfristige Regeneration der Spermatogenese
ist in Abhangigkeit von der Anzahl der geschadigten Spermatogonien zwar
moglich, jedoch bendtigt sie in einigen Fallen Zeitraume von mehr als funf Jahren
(9). Lampe et al. ermittelten in einer Metaanalyse, dass nach einer Cisplatin-
basierten Chemotherapie zur Behandlung von Hodenkrebs die Wahrscheinlichkeit
einer vollstandigen Regeneration der Spermatogenese nach zwei Jahren bei etwa
48% und nach funf Jahren bei etwa 80% lag (10).

. Gonadale Radiotherapie: Gonadale Radiationen verursachen Beeintrachtigungen

der Spermatogenese in Abhangigkeit von der kumulativen Gesamtstrahlendosis.
Bereits ab einer Strahlendosis von 0,1 Gy werden erste Einschrankungen
beobachtet. Dosierungen ab vier Gy kdnnen zu permanenten Keimzellverlusten
und 16 — 20 Gy zu irreversiblen Azoospermien fuhren. Fiur die vollstandige
Regeneration der Spermatogenese werden bei Gesamtstrahlenbelastungen von
weniger als ein Gy bis zu 18 Monate, von zwei bis drei Gy bis zu 30 Monate und
bei Uber vier Gy bis zu mehr als funf Jahre bendtigt (7, 11). Im Gegensatz zu den
besonders radiosensitiven Spermatogonien weisen die adulten Leydigzellen des
Hodens aufgrund ihrer niedrigeren Teilungsrate eine hohere Resistenz gegenuber
gonadaler Bestrahlung und zytostatischer Therapie auf. lhre Funktion, die
Testosteronsynthese, wird erst bei Strahlendosen von 20 — 30 Gy kompromittiert.
Nichtsdestotrotz ist eine Testosteronersatztherapie in einigen Fallen nach
gonadaler Radiatio erforderlich (7).
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3. Orchiektomie: Auch chirurgische Eingriffe an den Gonaden kdnnen negative
Konsequenzen fur die Spermatogenese nach sich ziehen. Bereits in zahlreichen
Studien wurden reduzierte Spermienkonzentrationen, Gesamt-Spermienzahlen
und Inhibin B-Level im Serum innerhalb der ersten Monate nach erfolgter radikaler
inguinaler Orchiektomie beobachtet (7, 11). Obwohl die Orchiektomie zur Therapie
von malignen Hodentumoren zumeist unilateral durchgefuhrt wird und der
kontralaterale Hoden bestehen bleibt, zeigen bis zu 85% der Patienten verringerte
Spermienparameter und weitere 9% entwickeln eine Azoospermie nach erfolgter
unilateraler Orchiektomie (7).

4. Hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT): Das Risiko einer Infertilitat
nach einer HSZT, allogen oder autolog, ist aufgrund aggressiver gonadotoxischer
Chemotherapie-Kombinationen und/oder Ganzkorperbestrahlungen als Teil der
Konditionierungsregimes sehr hoch (9, 12). Azoospermie-Raten nach Hochdosis-
Chemotherapie als Vorbereitung auf die HSZT liegen bei bis zu 90%. Eine
Regeneration der Spermatogenese ist in einigen Fallen moglich, jedoch haufig erst
viele Jahre spater (12). Rovo et al. berichteten in einer Studie, dass nach einem
medianen Beobachtungszeitraum von 9 Jahren nach HSZT nur 28% der Patienten
eine teilweise Regeneration der Spermatogenese verzeichnen konnten. Der
Groliteil dieser Patienten (82%) erhielt im Zuge des Konditionierungsregimes eine
Ganzkorperbestrahlung (13).

1.3 Kryokonservierung von Spermien als Fertilitatsprotektion

Ob nach durchgefuhrter gonadotoxischer Therapie wie sie im Vorherigen beschrieben
wurde eine Infertilitat vorliegen wird, ist nicht sicher vorhersagbar. Daher sollte allen
mannlichen Patienten in reproduktivem Alter vor Durchfihrung einer potenziell
gonadotoxischen Therapie das Angebot einer Kryokonservierung von Spermien als
Fertilitatsprotektion unterbreitet werden (14). Fur prapubertare Jungen, bei denen die
Gewinnung ejakulierter Spermien nicht moglich ist, besteht innerhalb von klinischen
Studien die Option zur Kryokonservierung von Hodengewebe (11, 14). Obwohl die
Rate an Kryokonservierungen vor geplanter fertilitatsschadigender Therapie innerhalb
der letzten Jahrzehnte kontinuierlich anstieg, ist eine entsprechende
Fertilitatsprotektion in vielen Landern noch nicht gangige Praxis (4, 5, 15-17). In den
USA Uberwiesen einer Studie zufolge im Durchschnitt nur 47% der Onkolog*innen —
darunter weibliche Onkologinnen doppelt so haufig wie mannliche Kollegen — ihre
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Krebspatient*innen in reproduktivem Alter an eine/n Reproduktionsmediziner*in (18).
Weiterhin konnen fur Patienten, die eine Kryokonservierung in Erwagung ziehen,
Okonomische Aspekte eine Rolle spielen. In den USA beispielsweise muissen
mannliche Krebspatienten die Kosten fur Kryokonservierungen sowie die Lagerung der
Spermien in Samenbanken haufig privat zahlen. Eine Studie ergab, dass fast 10% der
Patienten sich aus diesem Grunde gegen eine Kryokonservierung entschieden (17).
Hingegen werden in einigen anderen Landern die Kosten von den gesetzlichen
Krankenkassen ubernommen (19). In Deutschland entschied der Gemeinsame
Bundesausschuss erst kurzlich Uber die Kostenubernahme, sodass seit Anfang Juli
2021 die Kosten fur Kryokonservierungen von ejakulierten Spermien oder
Hodengewebe als Fertilitatsprotektion fur mannliche Patienten unter 50 Jahren, die
aufgrund einer Erkrankung eine gonadotoxische Therapie erhalten, von der
gesetzlichen Krankenkasse ubernommen werden (Richtlinie des Gemeinsamen

Bundesausschusses) (20).

Der Grofteil der Patient*innen, die eine potenziell gonadotoxische Therapie erhalten,
leidet unter Krebserkrankungen, die mit Chemo-, Radiotherapie, chirurgischen
Eingriffen oder HSZT behandelt werden. Da sich die Diagnostik und Therapie dieser
Krebserkrankungen innerhalb der letzten Jahrzehnte stark verbesserte, nahm sowohl
die Lebensqualitat der Patient*innen als auch Langzeit-Uberlebensraten deutlich zu.
Demgegenuber stieg die Inzidenz einiger Krebserkrankung. Beispielsweise erhohte
sich die Inzidenz von malignen Hodentumoren, an denen haufig junge Manner
erkranken, die ihre Familienplanung erst vor sich oder noch nicht abgeschlossen
haben, innerhalb der letzten Dekaden. Besonders betroffen hiervon ist der Norden
Europas (21). Als Konsequenz aus verbessertem Langzeit-Uberleben und steigenden
Inzidenzen rickt die Bedeutung des Fertilitatserhalts fur Krebspatient*innen vermehrt
in den Fokus.

Allerdings werden auch im Rahmen von nicht-onkologischen Erkrankungen
Zytostatika mit nachfolgender potenzieller Beeintrachtigung der Fertilitdt eingesetzt:
Patient*innen mit Autoimmunerkrankungen profitieren haufig von immunsuppressiver
Therapie mit Alkylanzien (z.B. Cyclophosphamid) oder mussen sich in einigen Fallen
HSZT unterziehen, sodass die Moglichkeit zum Fertilitatserhalt vor Therapiebeginn
angeboten werden sollte. Jedoch existieren bisher kaum Studien zu

Kryokonservierungen von Spermien bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen (3).
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1.4 Nutzung von kryokonservierten Spermien

In der Literatur existieren bereits einige Studien, die sich mit der Kryokonservierung
von Spermien bei onkologischen Patienten beschaftigen und Spermiennutzungs-
sowie Erfolgsraten von ART analysieren. Die Nutzung der asservierten Spermien zur
Kindeswunscherfullung mithilfe von ART war in den bestehenden Studien meist
gering. Haufig verwendeten weniger als 10% der Patienten ihr Kryokonservat zu einem
spateren Zeitpunkt (4, 15, 22-27). Auch bei langeren Beobachtungszeitraumen von
uber 10 Jahren stiegen die Nutzungsraten nur wenig. Bisher wurden verschiedene
Faktoren exploriert, die moglicherweise Einfluss auf die Spermiennutzung nehmen.
Analysen zeigten, dass einerseits das Alter zum Zeitpunkt der Kryokonservierung und
andererseits die Art der Krebserkrankung beeinflussende Variablen fur die
Spermienverwendung darstellen. Der Einfluss weiterer Faktoren, wie beispielsweise
die Art der gonadotoxischen Therapie oder die Spermienqualitat nach Behandlung, ist
noch nicht abschlieflend geklart (27).

Werden die kryokonservierten Spermien fur eine assistierte Reproduktion verwendet,
wird in 30 — 80% der Falle eine Vaterschaft von mindestens einem mithilfe von ART
gezeugten Neugeborenen erzielt (4, 23, 28, 29). Dabei lagen in der existierenden
Literatur die Raten von erfolgreichen Lebendgeburten nach intrazytoplasmatischer
Spermieninjektion (ICSI) deutlich hoher als nach intrauteriner Insemination (IUl) (26,
30). Des Weiteren war die Spermienmotilitat nach Auftauen des Kryokonservats
entscheidend fur das Ergebnis der ART (30).

1.5 Forschungsstand und Zielstellung

Trotz zunehmender Forschung auf dem Gebiet der Onkofertilitat und bereits
zahlreicher bestehender Studien bezuglich Kryokonservierungen von Spermien sind
viele Aspekte aktuell noch nicht ausreichend exploriert. Beobachtungsstudien tuber
langere Zeitraume sind limitiert und werden bendtigt, um fundierte Aussagen Uber
Langzeitnutzungsraten von Spermien und resultierende Erfolgsraten von ART treffen
zu kénnen. Zudem existieren kaum Studien, die den Zusammenhang zwischen der Art
der gonadotoxischen Therapie und der spateren Verwendung von Kryokonservaten
untersuchen. Weiterhin mangelt es an Daten zu naturlicher Fertilitat der
Kryokonservierungspatienten nach durchgefuhrter gonadotoxischer Behandlung und
resultierenden Vaterschaften durch naturliche Reproduktion (28, 31-34). Einen
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weiteren, bisher wenig untersuchten Aspekt stellt, wie bereits im obigen Abschnitt
erwahnt, die Analyse von Ergebnissen von Kryokonservierungen bei nicht-

onkologischen Patienten mit Indikationen fur fertilitdatsschadigende Therapien dar (3).

Die vorliegende Arbeit intendiert, die beschriebenen Aspekte zu adressieren und weist
folgende Zielstellungen auf:

e Untersuchung der Langzeiterfahrungen von mannlichen onkologischen und
nicht-onkologischen Patienten mit kryokonserviertem reproduktiven Material in
Bezug auf Nutzung der Kryokonservate und Ergebnisse aus assistierter und
naturlicher Reproduktion

e Darstellung der durchgefuhrten Behandlungen der Patienten sowie des
entsprechenden gonadotoxischen Potenzials im Kontext von Spermiennutzung

und naturlicher Reproduktion

2. Methodik

Ausschnitte der Methodik der vorliegenden Arbeit wurden bereits mit der
Originalpublikation veroffentlicht und werden im folgenden Abschnitt in geanderter
Form beschrieben und erganzt (35).

2.1 Studiendesign und Studienvorbereitung

Zur Untersuchung der vorgestellten Fragestellungen wurde eine retrospektive
Fragebogenstudie fur mannliche Patienten, die in der Vergangenheit
Kryokonservierungen von reproduktivem Material an der Charité durchfuhren lie3en,
konzipiert.

Zu Beginn wurde Kontakt mit der Leiterin der Kryobank der Charité aufgenommen und
ein kooperatives Projekt initialisiert. Daraufhin wurden alle erforderlichen Unterlagen
fur die Fragebogenstudie sowie fur ein Ethikvotum entworfen: Ethikantrag,
Studieninformation fur Patienten, Einwilligungserklarung, Fragebogen und wesentliche
Veroffentlichungen zu der Fragestellung. Der studienspezifische Fragebogen
umfasste Folgendes: personenbezogene Angaben, Fragen zur Kryokonservierung
von reproduktivem Material (Frequenz, Indikation, zeitlicher Verlauf in Bezug auf die
gonadotoxische Therapie, Anforderung und Verwendung der Spermien fur ART,
erfolgreiche Kindeszeugung/en mit asservierten Spermien, erfolglose Versuche,
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Nutzung der Spermien in Zukunft), Fragen zur Krankengeschichte (fur
Kryokonservierung relevante Erkrankung, Art der Erkrankung, Datum Erstdiagnose,
Therapieformen, Rezidive, heutiger Erkrankungsstatus) sowie Fragen zur Familie
(Familienstand, Kinder, Parameter zu einzelnen Kindern (Geburtsdatum, Geschlecht,
leiblich/nicht leiblich, Zeugungsart, Geburtsgewicht und -grofde,
Geburtskomplikationen, heutiger Gesundheitszustand, Geburtsdatum Mutter).

2.1.1 Ethikvotum

Die Durchfuhrung der geplanten Studie wurde von der Ethikkommission der Charité —
Universitatsmedizin Berlin (Ethikausschuss am Campus Charité — Mitte) genehmigt.
Ein entsprechendes Votum (EA1/172/18) vom 11.10.2018 ist vorliegend.

2.1.2 Datenbank Kryokonservierungspatienten

Die Kryobank der Charité stellte eine Liste aller mannlichen Patienten, die im Zeitraum
von 1992 bis 2017 ejakulierte Spermien oder Hodengewebe an der Charité
kryokonservieren liellen, zur Verfugung. Im genannten Zeitraum waren insgesamt
1089 Patienten gelistet. Von allen Patienten mit verfugbarer Patientenakte in der
Charité-internen SAP-Datenbank wurden in Vorbereitung auf die Fragebogenstudie
Daten bezuglich der Kryokonservierungen sowie personenbezogene Daten
einschliellich Wohnanschrift erfasst und passwortgeschutzt gesichert.

2.1.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Alle gelisteten Patienten wurden auf folgende Einschlusskriterien Gberpruft:

e Volljahrigkeit zum Studienzeitpunkt

e Kryokonservierung erfolgreich durchgefuhrt

o Kontaktdaten in Patientendatenbank (SAP) vorhanden

e Wohnanschrift innerhalb Deutschlands
AuBerdem wurden die in der Kryobank- oder SAP-Datenbank als verstorben
gekennzeichneten Patienten ausgeschlossen. In Abbildung 1 sind die jeweiligen
Anzahlen der exkludierten Patienten aufgefuhrt.
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2.2 Studiendurchfiihrung

Abbildung 1 stellt ein Schema des weiteren Studienablaufs dar. Allen Patienten, die
den  Einschlusskriterien  entsprachen, wurden  Studienpakete inklusive
Studieninformation, Einwilligungserklarung mit Kopie, Studienfragebogen und
frankiertem Briefumschlag flir den Rickversand postalisch zugeschickt. Von 515
zugestellten Fragebogen wurden 111 beantwortet und zurtckgesandt, sodass sich
eine Antwortrate von 21.5% ergab. Im weiteren Vorgehen wurde die Studie
ausschlieBlich auf Patienten, die aufgrund ihrer Erkrankung eine gonadotoxische
Therapie bendtigten, eingegrenzt. Weitere 10 Patienten ohne entsprechende
Erkrankung/Indikation einer gonadotoxischen Therapie wurden infolgedessen von der
Studie ausgeschlossen. Insgesamt wurden 99 Patienten in die Fragebogenstudie
eingeschlossen.

Gesamtanzahl Kryokonservierungspatienten: n = 1089

Ausgeschlossene Patienten: n = 315

Kryokonservierung nicht " — Keine e Adresse Falschlicherweise
durchgefihrt/durchfihrbar Mlqderlarrl Patientendaten Versto1rl9)§n. n= unbekannt/im ausgeschlossen: n
:n=36 g-n= vorhanden: n = 68 Ausland: n =13 =1

Fragebogen versandt: n = 774

Fragebogen nicht zustellbar: n = 259 Fragebogen zugestellt: n = 515

A 4

Fragebogen beantwortet: n = 111

Ausgeschlossene Fragebdgen: n = 12

Beantwortung durch Angehdrige verstorbener Patienten: n = 2 Fehlende Indikation fiir gonadotoxische Therapie: n = 10

A 4

Eingeschlossene Patienten: n = 99

Abbildung 1: Schema des Studienablaufs

2.2.1 Spermiogramme

Um die Fertilitat zum Zeitpunkt der Kryokonservierungen einschatzen zu konnen,
wurden fur die eingeschlossenen Patienten zusatzlich Spermiogramme bei der

Kryobank der Charité angefragt. Es konnten 82 Analysen von Ejakulat sowie drei
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Analysen von Hodengewebe jeweils zum Zeitpunkt der Kryokonservierung zur
Verfugung gestellt werden. Von 14 Patienten lag kein Befund des Kryokonservats vor.
Die Spermiogramme wurden nach den zum Zeitpunkt der Kryokonservierung jeweils
gultigen Leitlinien der WHO (1999 bzw. 2010) in Bezug auf das Volumen, den pH-
Wert, die Vitalitat, die Motilitat und die Spermienkonzentration untersucht. Die Motilitat
wurde dabei in die Kategorien progressiv (WHO Leitlinie 2010) bzw. schnell progressiv
und progressiv (WHO Leitlinie 1999), nicht progressiv und immotil eingeteilt. Der
jeweils untere Referenzwert lag fur das Spermienvolumen bei 1,5 ml, den pH-Wert bei
7,2, die Vitalitat bei 58%, die Gesamtmotilitat bei 40%, die progressive bzw. schnell
progressive und progressive Motilitat bei 32% und die Spermienkonzentration bei 15
Millionen Spermatozoen/ml (36, 37). In den drei Analysen von Hodengewebe wurden
die mikroskopische Nachweisbarkeit von Spermien und die Matilitat der beobachteten
Spermien beschrieben.

2.3 Studienauswertung

Zur weiteren Studienauswertung wurden alle Angaben aus den ausgefullten
Fragebogen und die Daten der Befunde der Kryokonservate in eine Datenbank in
Microsoft Excel eingetragen und pseudonymisiert. Des Weiteren wurden die
eingeschlossenen Patienten in der Charité-internen SAP-Datenbank gesucht und
fehlende Angaben vervollstandigt bzw. Unstimmigkeiten in den Fragebdgen Uberpruft
und gdf. korrigiert. Besonders die einzelnen Chemotherapeutika,
Bestrahlungsregionen und -dosen sowie Datumsangaben der jeweiligen

gonadotoxischen Therapien wurden aus der SAP-Datenbank extrahiert.

2.3.1 Kategorisierung gonadotoxischer Therapien

Um die einzelnen Therapieformen bezuglich ihrer Gonadotoxizitat einschatzen und in
die statistische Auswertung integrieren zu konnen, wurden alle Therapieschemata, die
die Studienteilnehmer erhielten, anhand ihres gonadotoxischen Potenzials in vier
Kategorien eingeteilt (Tabelle 1). Zur Kategorisierung der einzelnen
Chemotherapeutika bzw. -Kombinationen wurden uberwiegend Daten von Poorvu et
al. genutzt, die das Risiko einer spateren Infertilitat fur verschiedene

Therapieschemata jeweils in die folgenden Kategorien einteilten (38):
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e Hohes Risiko: > 75% Reduktion der Wahrscheinlichkeit einer
Schwangerschaftsentstehung oder > 75% Anstieg des Risikos fur Infertilitat
e Mittleres Risiko: 25 — 75% Reduktion der Wahrscheinlichkeit einer
Schwangerschaftsentstehung oder 25 — 75% Anstieg des Risikos fur Infertilitat
e Niedriges Risiko: < 25% Reduktion der Wahrscheinlichkeit einer
Schwangerschaftsentstehung oder < 25% Anstieg des Risikos fur Infertilitat
Da nicht alle verwendeten Chemotherapeutika von o.g. Autoren untersucht wurden,
wurden die Daten anderer Autoren zur Kategorisierung der fehlenden Substanzen
hinzugezogen (8, 11, 39, 40). Fur die fehlenden Zytostatika konnte in den
existierenden Studien jeweils das Bestehen eines Risikos fur eine prolongierte
Azoospermie oder eine temporare Reduktion der Spermienkonzentration gezeigt
werden. In Bezug auf einige Substanzen (Rituximab, Bendamustin, Imatinib, Cladribin,
131lod) war die Datenlage in der existierenden Literatur bisher nicht ausreichend, um
eine Gonadotoxizitat sicher nachweisen oder ausschlielen zu konnen, sodass fur
diese Substanzen mit potenzieller, jedoch nicht nachgewiesener Gonadotoxizitat eine
vierte Kategorie implementiert wurde.

Tabelle 1: Einteilung der Therapiekategorien nach gonadotoxischem Potenzial
Therapiekategorie Therapieart oder

Chemotherapeutikum/Chemotherapie-Schema

Kategorie 1: Hohe Gonadotoxizitat HSZT Konditionierung (Hochdosis-Chemotherapie
und/oder Ganzkorperbestrahlung), BEACOPP,
VAC

Kategorie 2: Mittlere Gonadale Radiatio, Cyclophosphamid, Cisplatin,

Gonadotoxizitat/Risiko fur prolongierte | Ifosfamid, Lomustin, PEB, PEI, VIDE
Azoospermie

Kategorie 3: Niedrige Radikale inguinale Orchiektomie, Vincristin,
Gonadotoxizitat/Risiko flr temporare Vinblastin, Carboplatin, Doxorubicin, Bleomycin,
Reduktion der Spermienkonzentration | Methotrexat, Azathioprin, ABVD, CHOP

Kategorie 4: Potenzielle Rituximab, Bendamustin, Imatinib, Cladribin, "*'lod
Gonadotoxizitat

Daten von Poorvu et al. (38), zusatzlich von Meistrich et al. (8), Vakalopoulos et al. (11), Traila et
al. (39) und Zang et al. (40).

BEACOPP: Bleomycin, Etoposid, Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin, Procarbazin,
Prednison; VAC: Vincristin, Actinomycin D, Cyclophosphamid; PEB: Cisplatin, Etoposid,
Bleomycin; PEI: Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid; VIDE: Vincristin, Ifosfamid, Doxorubicin, Etoposid;
CHOP: Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednison.

Modifiziert nach Lackamp et al. (35).
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2.3.2 Statistische Analyse

Fur die statistische Auswertung erfolgte eine statistische Beratung durch das Institut
fur Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité. Die pseudonymisierten Daten
wurden in IBM SPSS Statistics Ubertragen und anschlieend ausgewertet. Einige
Berechnungen wurden zudem in Microsoft Excel durchgefuhrt. Es wurde vor allem
deskriptive Statistik angewandt, um die Studienergebnisse zu untersuchen. Dabei
wurden nominalskalierte Variablen prozentual und metrische Variablen mithilfe von
Median und Interquartilsabstand dargestellt. Bei fehlenden Daten ist die Anzahl der
fehlenden Werte jeweils aufgefuhrt und diese aus den weiteren Berechnungen
ausgeschlossen. Einzelne fehlende Datumsangaben wurden jeweils mit dem ersten
Tag des Monats bzw. dem ersten Monat des Jahres ersetzt. Keine der untersuchten
Variablen folgte einer Normalverteilung, sodass ausschlie3lich nicht-parametrische
Tests angewandt wurden, um Vergleiche zwischen verschiedenen Patientengruppen
ziehen zu konnen (Mann-Whitney-U-Test und Chi-Quadrat-Test). Fur die statistische
Testung wurden die Diagnosegruppen in adaquate Obergruppen eingeteilt. Ein p-Wert

von <0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.

3. Ergebnisse

Einige der dargestellten Ergebnisse und Abbildungen finden sich in der
Originalpublikation wieder und werden im folgenden Abschnitt in modifizierter Form
dargestellt und erganzt (35).

3.1 Charakteristika und Diagnosen der Studienteilnehmer

Die Studie umfasste insgesamt 99 Patienten. Zum Zeitpunkt der Studienauswertung
(01.12.2020) lag das mediane Alter der Teilnehmer bei 38,0 Jahren (IQR: 31,0 — 46,0
Jahre), zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bei 27,0 Jahren (IQR: 20,0 — 36,0 Jahre) und
am Tag der jeweiligen ersten Kryokonservierung bei 29,0 Jahren (IQR: 20,0 - 36,0
Jahre). Insgesamt 13 Patienten (13,1%) waren zum Zeitpunkt ihrer Kryokonservierung
minderjahrig - der jungste von ihnen war 14 Jahre alt. Unter den Studienteilnehmern
gaben 45 Patienten (47,4%) an verheiratet, 32 Patienten (33,7%) ledig, 16 Patienten
(16,8%) in Partnerschaft und ein Patient (1,1%) verwitwet zu sein. Ein weiterer Patient
(1,1%) gab einen anderen Familienstand an. Von vier Patienten war der Familienstand
unbekannt. 44 Patienten (46,3%) berichteten leibliche Kinder, ein Patient (1,1%)
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ausschlieflich nicht leibliche Kinder und ein weiterer Patient (1,1%) eine schwangere
Partnerin zum Zeitpunkt der Studiendurchfuhrung zu haben. Weitere 49 Patienten
(51,6%) waren kinderlos und vier Patienten stellten keine Informationen bezuglich ihrer
Kinder zur Verfugung.

In Abbildung 2 sind die einzelnen Diagnosegruppen der Studienteilnehmer dargestellt.
Der uberwiegende Anteil (91.9%) litt an onkologischen Erkrankungen. Alle nicht-
onkologischen  Diagnosen (8,1%) waren  Autoimmunerkrankungen. Das
meistdiagnostizierte Lymphom war Morbus Hodgkin (57,7%), die haufigsten
Sarkomarten Ewing- (33.3%) und Osteosarkome (33.3%) und die haufigsten
Leukémieformen Chronische Myeloische (42,9%) und Akute Lymphatische Leukamien
(28,6%). Unter den Patienten mit anderen Krebserkrankungen befanden sich jeweils
ein Patient (14,3%) mit Kolorektalem Karzinom, Germinom, mediastinalem
Keimzelltumor, Lungenkarzinom, Pinealoblastom, Medullobalstom und
Schilddrusenkarzinom. 24 Patienten (27,3%) berichteten, ein Rezidiv ihrer Erkrankung
erlitten zu haben und 21 Patienten (22,3%) gaben an, zum Zeitpunkt der

Studiendurchfihrung weiterhin unter ihrer Erkrankung zu leiden.

m Hodenkrebs
m Leukdamie
m Lymphom
Sarkom
m Andere Krebserkrankung

m Autoimmunerkrankung

Abbildung 2: Diagnosegruppen der Studienteilnehmer; angeben als Anzahl der Patienten (%).
Modifiziert nach Lackamp et al. (35).

3.2 Gonadotoxische Therapien der Studienteilnehmer

Bei 94 Patienten (94,9%) konnte die Fertilitdtsprotektion in Form einer
Kryokonservierung von reproduktivem Material wie empfohlen vor Therapiebeginn
durchgefuhrt werden. Die anderen funf Patienten (5,1%) konservierten erst nach

Therapiebeginn oder teilweise durchgefuhrter Therapie. Darunter befanden sich drei
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Patienten (3,0%) mit Hodenkrebs, die bereits orchiektomiert waren und die
Fertilitatsprotektion vor adjuvanter Chemotherapie durchfuhrten. Weiterhin befand sich
unter ihnen ein Patient mit Sarkom (1,0%), der nach Initialisierung der Chemotherapie
Material kryokonservierte, und ein Patient mit Leukamie (1,0%), der nach erfolgter
Chemotherapie und vor Beginn seines Konditionierungsregimes fur eine HSZT
Spermien asservierte.

98 Studienteilnehmer (99,0%) erhielten eine oder mehrere der folgenden
gonadotoxischen  Therapieformen: Zytostatische Therapie (Chemo- oder
Immuntherapie), gonadale Radiatio, Orchiektomie und/oder Konditionierungstherapie
fur eine HSZT (autolog oder allogen) bestehend aus Hochdosis-Chemotherapie
und/oder Ganzkorperbestrahlung. Ein Patient (1,0%) fuhrte die fur ihn geplante
gonadotoxische Therapie nicht durch und wurde von allen Analysen, die die
Therapieform beinhalteten, exkludiert. 39 Patienten (39,8%) erhielten mehr als eine
gonadotoxische Therapieform. Insgesamt 89 Patienten (90,8%) wurden im Rahmen
ihres Therapieregimes — ausschlieRlich oder neben weiteren Therapieformen — mit
Zytostatika behandelt, entweder als Chemotherapie zur Behandlung einer
Krebserkrankung oder als Immuntherapie zur Behandlung einer
Autoimmunerkrankung. Eine Radiotherapie wurde bei 13 Patienten (13,3%)
durchgefuhrt — darunter drei Ganzkorperbestrahlungen, 9 gonadale Bestrahlungen
und eine Radiojodtherapie. Die Bestrahlung anderer oder unbekannter
Korperregionen (22 Patienten) wurde nicht als gonadotoxische Therapie mit in die
Analysen aufgenommen.

Abbildung 3 stellt die Verteilung der Patienten auf die vier Therapiekategorien auf
Grundlage der Gonadotoxizitat ihrer Behandlungen dar. Weiterhin sind die
verschiedenen Therapieformen und die zugehorige Anzahl an Patienten in den
einzelnen Therapiekategorien aufgefuhrt. Von 10 Patienten war das in ihrer
Behandlung verwendete Zytostatikum unbekannt, sodass eine Kategorisierung nicht

moglich war.
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Kategorie 1 Zytostatika Kon dli-’:i?)ﬁi-grung
22 (25.0) 22 (100.0) 15 (68.2)
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Abbildung 3: Verteilung der Therapiekategorien und jeweiligen gonadotoxischen
Behandlungsformen in der Studienpopulation; angegeben als Anzahl der Patienten (%).
Modifiziert nach Lackamp et al. (35).

3.3 Spermienqualitat zum Zeitpunkt der Kryokonservierung

Die von der Kryobank der Charité zur Verfugung gestellten Kryokonservats-Befunde
waren in 82 Fallen (95,6%) Analysen von Ejakulat und in drei Fallen (3,5%) Analysen
von Hodengewebe. In Tabelle 2 sind die jeweiligen Mediane der
Spermienkonzentration, progressiven und Gesamtmotilitat, des Volumens, pH-Werts
und der Vitalitat der verfugbaren Spermiogramme von verschiedenen
Patientengruppen aufgefuhrt. Die Spermiogramme von Patienten, die erst nach
Therapiebeginn Spermien kryokonservierten, zeigten eine grenzwertige mediane
progressive Motilitat (32,0%) und eine leicht erniedrigte mediane Gesamtmotilitat
(38,0%). Die Spermienparameter der Patienten, die vor Therapiebeginn ihr Material
asservierten, entsprachen nach WHO Leitlinien der Norm, jedoch wurde bei diesen

Patienten in den  statistischen  Analysen eine  signifikant niedrige
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Spermienkonzentration bei Patienten mit malignen Hodentumoren (18,0 Millionen/ml
(IQR: 9,7 — 37,8 Millionen/ml)) im Vergleich zu Patienten mit anderen Diagnosen (54,2
Millionen/ml (IQR: 23,0 — 110,2 Millionen/ml), Mann-Whitney-U-Test, p = 0,003)
ermittelt (37). Bezuglich progressiver und Gesamtmotilitat, Volumen, pH-Wert und
Vitalitat wurden keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den
Diagnosegruppen festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,656, p = 0,688, p = 0,656,
p=0,781, p=0,873). In den drei Befunden von Hodengewebe waren in zwei Analysen

immotile Spermien und in einer Analyse keine Spermien mikroskopisch nachweisbar.

3.4 Spermiennutzung

Insgesamt 17 Patienten (17,2%) verwendeten ihr kryokonserviertes Material zur
assistierten Reproduktion. Tabelle 3 zeigt verschiedene Charakteristika der Patienten,
die ihre Spermien nutzten. Im Vergleich zu den Patienten, die ihr Material nicht
verwendeten (27,0 Jahre (IQR: 20,0 — 35,3 Jahre)), waren die Nutzer zum Zeitpunkt
der Kryokonservierung alter, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (Mann-
Whitney-U-Test, p = 0,135). Ein Patient (5,9%) kryokonservierte seine Spermien erst
nach Therapiebeginn. Er war an Hodenkrebs erkrankt und fuhrte die
Kryokonservierung erst nach erfolgter Orchiektomie und vor adjuvanter
Chemotherapie durch. Wie in Tabelle 3 zu erkennen, verwendete nur ein Patient
(5,9%) sein konserviertes Material nach mehr als 10 Jahren Verwahrungszeitraum. Er
war zum Zeitpunkt der Kryokonservierung 17 Jahre alt. Von den Patienten, die ihr
Kryokonservat nicht fur eine assistierte Reproduktion verwendeten, gab ein Patient
(1,3%) an, seine Spermien von der Kryobank abgefordert, allerdings nicht im Zuge
einer ART genutzt zu haben. Weiterhin gaben 26 (34,7%) der Patienten, die keinen
Gebrauch von ihren asservierten Spermien machten, eine mogliche Nutzung in

Zukunft an.
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Tabelle 2: Spermienparameter verschiedener Patientengruppen

(8's8 (82 (g's (8€L (€89 (9'vee -
—-8'%.) G'S. -¥'1) 92 -¥'27)6'¢ — €'69) G'99 -GZs)g19 1'89) 9°16 Bumyjuenpsunwwioiny
(0'¥2 (L1 (L' (029 (65 (0'sel — Bunsjuenyiesqauy)
—0'69) 0'29 -v'1) L. -€'1) 9'C -00¢)0eY —-0'82) G'¢e 1'22)0'LS alspuy
(6’12 (2'2 (8'c (€9 (05 (o121 —
—-G'29) 029 -G L. -61) 0 —-G'ZYv) 0'SS -g'1e) 0GP 1'61) 8'8G woJes
(g'eL (62 €'y (099 (8'¥S (816 —
—0'19) 0'G9 -G 1. -g81)0'e —8'6€) G99 -00€)00S @ Ovl)oee woydwAT
(0’18 (6'2 (8'c (0%9 (0¥S (z8LlL -
—0'09) 0'c. -1 11 -8'1) €'z —0'LY) 0'vS -0€e)ovy | LT2)0ey alweynaT
(uuibagaidelay |
(zoLL JOA Bunuainiasuoyohiy)
(0'624-0'29) 089 (L'2-62) 22 (C¥-6'1)6'C (3959—-0¥%¥) 095 (855—-02E)09Y — 0€Z) TS SQaUBPOH-IYDIN
(uuibagaidelay |
(/¢ JOA Bunuainiasuoyohiy)
(0'92-0'89) 002 (2'2—-g2 272 ('v-020¢ (059-05¢)095 (055—0€2)08y — 26) 08l Sqa.udpoH
(9'9g uuibagaidelay |
(6'68-6'2¥)0'99 (6'2-G'2) 22 (26-21)0'c | (9'e9—0'Ge)0'8c (0'SS—0'¥2)0'ce — 2'€l) §'0¢  Yyoeu Buniainiosuosohiy)
(Z'c6 uuibagaidelay |
(0'92-6'19) 089 (2'2-g2) 272 ('v-020¢c (069—-¢€¢ch) 095 (0'65—02E)0'Ly — €'LL) 6'L€ JoA Buniainiasuosohiy)
(Z'zs
(0'9.-8'09) 089  (L'2-6'2) 2, (€¥-072)0¢c (069—-6'1%) 095 (0'SG—02E)S'9¥ — +'LL) 8'L¢€ usjuaed ||y
(lwyg01) u
(%) (%) yeMinoN = onenuszuo
(%) 1B31RUA MOM-Hd | (Jw) uswnjop je}ijljowjwesan anIssalbold | yuaiwuadg addnibBusjusijed

Modifiziert und erweitert nach Lackamp et al. (35).

Angegeben als Median (IQR).
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Tabelle 3: Charakteristika der Patienten, die ihr Kryokonservat verwendeten
Charakteristikum MaRangabe
Alter bei Kryokonservierung in Jahren (Median (IQR)) 32,0 (27,0 — 36,5)
Verwahrungsdauer des Kryokonservats in Monaten (Median (IQR)) 26,0 (16,5 - 65,5)
Zeitpunkt der Verwendung des Kryokonservats (Anzahl der Patienten

(%))

Im ersten Jahr 2 (11,8)

Im zweiten Jahr 6 (35,3)

Innerhalb der ersten 5 Jahre 13 (76,5)

Innerhalb der ersten 10 Jahre 16 (94,1)
Kryokonserviertes Material (Anzahl der Patienten (%))

Ejakulierte Spermien 13 (100)

N.a. 4
Zeitpunkt der Kryokonservierung (Anzahl der Patienten (%))

Vor Therapiebeginn 16 (94,1)

Nach Therapiebeginn 1(5,9)

3.4.1 Diagnosen und Therapieformen der Patienten, die ihr Kryokonservat

verwendeten

Die haufigsten Diagnosen unter den Patienten, die ihr Spermienasservat verwendeten,
waren Lymphome (35,3%) und maligne Hodentumore (29,4%). Ferner waren drei von
ihnen (17,6%) an Sarkomen und jeweils ein Patient (5,9%) an einer Leukamie, einer
anderen Krebserkrankung und einer Autoimmunerkrankung erkrankt. Die Verteilung
der Diagnosen unter den Patienten, die ihr Material nicht nutzten, war wie folgt: 24
Patienten (29,3%) mit Hodenkrebs, 20 Patienten (24,4%) mit Lymphom, 13 Patienten
(15,9%) mit Leukamie, 12 Patienten (14,6%) mit Sarkom, 6 Patienten (7,3%) mit
anderer Krebserkrankung und 7 Patienten (8,5%) mit Autoimmunerkrankung. Kein
signifikanter =~ Zusammenhang von Spermiennutzung und Diagnosegruppe
(Hodenkrebs im Vergleich zu Nicht-Hodenkrebs) konnte gezeigt werden (Chi-Quadrat-
Test, p = 0,991). In Abbildung 4 sind die Therapiekategorien und einzelnen
fertilitatsschadigenden Behandlungsformen der Patienten, die von ihnrem konservierten
Material Gebrauch machten, dargestellt. Von zwei Patienten waren die
entsprechenden Daten nicht verfugbar. Unter den Patienten, die ihr Kryokonservat
nicht nutzten, erhielten 16 Patienten (21,9%) Therapien mit hoher (Kategorie 1), 35
Patienten (47,9%) Therapien mit mittlerer (Kategorie 2), 13 Patienten (17,8%)
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Therapien mit niedriger (Kategorie 3) und 9 Patienten (12,3%) Therapien mit
potenzieller Gonadotoxizitat (Kategorie 4).
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6 (40.0) 6 (100.0) 3 (50.0)
Orchiektomie Zytostatika %)anda;gﬁ (I)e ]
3 (60.0 3(100.0 ‘
Kategorie 2 L ( ) ) L ( ) ) 2 (66.7)
5(33.3) ( ] )
Zytostatika
2 (40.0)
Orchiektomie Zytostatika
] ) 1(33.3) 1 (100.0)
Kategorie 3 \ J
3 (20.0) ( ] A
) Zytostatika
2 (66.7)
Kategorie 4 Radiojodtherapie
1(6,7) 1(10.0)

Abbildung 4: Verteilung der Therapiekategorien und jeweiligen gonadotoxischen
Behandlungsformen unter den Patienten, die ihr Kryokonservat verwendeten; angegeben als
Anzahl der Patienten (%).

3.4.2 ART Resultate

Von den 17 Patienten, die ihre Asservate verwendeten, erreichten 10 Patienten eine
Vaterschaft von mindestens einem mithilfe von ART gezeugten Kind. Somit betrug die
kumulative Lebendgeburtenrate pro Paar 58,8%. Die weiteren sieben Patienten
blieben nach ein- oder mehrmaligen Versuchen der Kindeszeugung mit Nutzung des
Kryokonservats erfolglos. Patienten mit Vaterschaft durch assistierte Reproduktion
verwahrten ihr Material im Median 20,0 Monate (IQR: 17,3 — 42,5 Monate),
wohingegen Patienten mit frustranen = ART-Prozeduren eine mediane
Verwahrungsdauer von 44,0 Monaten (IQR: 15,0 — 116,0 Monate) verzeichneten.
Dieser Unterschied war nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,261). Die
langste Lagerungsdauer, nach der eine erfolgreiche Kindeszeugung mithilfe von ART
resultierte, war 78 Monate.
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Insgesamt wurden unter Verwendung der kryokonservierten Spermien 21 mithilfe von
ART gezeugte Kinder geboren. Darunter war ein Kind, das mit Spermien gezeugt
wurde, die nicht in der Kryobank der Charité gelagert wurden. Weitere Charakteristika
der Neugeborenen sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Charakteristika der mithilfe von ART gezeugten Neugeborenen

Charakteristikum MaRangabe
Mehrlingsschwangerschaften (Anzahl der Kinder (%))
Einling 9 (42,9)
Zwilling 12 (57,1)

Alter der Mutter bei Geburt in Jahren (Median (IQR)) 35,0 (32,0 - 36,0)
Gesundheitsstatus (Anzahl der Kinder (%))

Gesund, normal entwickelt 18 (85,7)
Erkrankt (Pulmonarklappenstenose) 1(4,8)
Verstorben 2(9,5)
Komplikationen bei Geburt (Anzahl der Kinder (%))
Keine Komplikationen 12 (57,1)
Komplikationen 9 (42,9)
Geburtsgewicht in Gramm (Median (IQR))*
Einlinge 3050,0 (2882,5 — 3355,0)
Zwillinge 1950,0 (1470,0 — 2330,0)
GeburtsgrofRe in cm (Median (IQR))*
Einlinge 52,0 (50,5 - 53,0)
Zwillinge 45,5 (41,5 - 47.,5)

*Perzentilen konnten aufgrund fehlenden Gestationsalters nicht berechnet werden.
Teile der Tabelle wurden modifiziert Gbernommen von Lackamp et al. (35).

3.5 Natiirliche Fertilitat vor und nach Therapie

31 Patienten (33,7%) gaben an, mindestens ein Kind durch naturliche Konzeption vor
oder nach gonadotoxischer Therapie gezeugt zu haben. Unter den 12 Patienten
(13,1%) mit naturlich gezeugten Kindern vor Therapiebeginn waren drei Patienten, die
ihr kryokonserviertes Material zu einem spateren Zeitpunkt erfolgreich zur assistierten
Reproduktion verwendeten. Unter den 9 Patienten (9,8%) mit naturlich gezeugten
Kindern nach Therapie und den 10 Patienten (10,9%) mit naturlich gezeugten Kindern
sowohl vor als auch nach Therapie war jeweils ein Patient, der sein Kryokonservat fur
ART verwendete, die frustran blieben. Die Therapiekategorien der 19 Patienten
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(20,7%) mit mindestens einem naturlich gezeugten Kind nach Therapie waren
folgendermalden verteilt:

o Kategorie 1 (hohe Gonadotoxizitat): 2 Patienten (12,5%)

o Kategorie 2 (mittlere Gonadotoxizitat): 5 Patienten (31,3%)

o Kategorie 3 (niedrige Gonadotoxizitat): 4 Patienten (25,0%)

o Kategorie 4 (potenzielle Gonadotoxizitat): 5 Patienten (31,3%)
Von 3 Patienten waren die entsprechenden Daten nicht verfugbar.
Zusammen wurden 24 natdrlich nach Therapie gezeugte Kinder — darunter ein
Zwillingspaar — geboren. Das mediane Geburtsgewicht der Einlinge lag bei 3570,0
Gramm (IQR: 3140,0 — 3910,0 Gramm) und die mediane Geburtsgroflie bei 52,0 cm
(50,0 — 54,0 cm). Die Zwillinge wogen bei Geburt jeweils 1860 und 1880 Gramm und
waren je 44,5 cm grol3. Alle Kinder wurden als gesund und normal entwickelt

angegeben.

4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe einer retrospektiven Fragebogenstudie die
Erfahrungen und reproduktiven Ergebnisse von mannlichen onkologischen und nicht-
onkologischen Patienten, die Kryokonservierungen an der Charit¢ -
Universitatsmedizin Berlin durchfuhren lieRen, zu erfassen und in einen
Zusammenhang mit den erfolgten gonadotoxischen Behandlungen zu setzen.
Weiterhin wurde die Nutzungsrate der Kryokonservate ermittelt und Charakteristika
der entsprechenden Patienten evaluiert. Im Folgenden werde ich die Beobachtungen
unserer Forschung mit den Ergebnissen existierenden Studien vergleichen, sich
ergebende klinische Anwendungen erlautern, weiterfihrende wissenschaftliche
Fragestellungen diskutieren und Limitationen der Arbeit darstellen.

4.1 Vergleich der Studienergebnisse mit existierenden Forschungen

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse in Bezug auf allgemeine
Charakteristika der Kryokonservierungspatienten wie die Distribution der
Krebserkrankungen (29,3% Hodenkrebs, 40,4% Lymphom und Leukamie), das
mediane Alter zum Studienzeitpunkt sowie zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (32,0 und
27,0 Jahre) und den Familienstand (47,4% verheiratet) stimmen mit den bereits in
vorangegangenen Forschungen prasentierten Analysen uberein (4, 15, 22, 24, 26-29).
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Zudem wurde die Beobachtung zahlreicher Studien, dass Patienten mit malignen
Hodentumoren  bereits vor  Therapiebeginn eine  geringere  mediane
Spermienkonzentration als Patienten mit anderen Diagnosen aufweisen, durch unsere
Studie bestatigt (4, 9, 24, 26, 27, 29). Im Vergleich zu bestehenden Untersuchungen
war die Rate an Verwendungen des Kryokonservats mit 17,2% der Patienten hoher
als die von anderen Kliniken berichteten 3 — 10% (4, 15, 22-24, 29). Jedoch existieren
auch Studien mit deutlich hoheren Nutzungsraten. Beispielsweise beobachteten
Hammarberg et al. in ihrer Kohorte eine Nutzungsrate von 27%. lhre Daten resultierten
wie die unseren aus einer Fragebogenstudie, sodass ein moglicher Self-Selection Bias
bedacht werden sollte (28). Die Vermutung, dass die Spermiennutzungsrate mit
Verlangerung des Beobachtungszeitraums auf Uber 10 Jahre ansteigen wurde, wird
durch unsere Ergebnisse nicht unterstutzt, da nur einer unserer Patienten sein
Kryokonservat nach mehr als 10 Jahren verwendete (25, 26, 41). Die berichteten
Erfolgsraten von assistierten Reproduktionen mit kryokonservierten Spermien weisen
in der Literatur eine groRe Spannbreite auf und unterscheiden sich je nach
angewandter ART (1, 14, 19, 20). Die Rate an mindestens einer erreichten Vaterschaft
mithilfe von ART liegt in unserer Studie bei 58,8% und &hnelt damit den
Beobachtungen von van Casteren et al. (54%) (26). Aufgrund der stetigen
Verbesserung der Methoden der assistierten Reproduktion ist heutzutage eine
Fertilisation durch ICSI bereits mit einem einzelnen Spermatozoon moglich, sodass
auch fur Patienten mit wenig kryokonserviertem Material Chancen auf eine Vaterschaft
bestehen (30). Die langste Kryokonservierungsdauer, die in einer Vaterschaft
resultierte, betrug in unserer Studie 6,5 Jahre. Mit diesem Ergebnis unterstitzen wir
Studien, die erfolgreiche Kindeszeugungen auch nach vielen Jahren oder sogar
Jahrzehnten berichteten, und bestatigen, dass Kryokonservierungen von Spermien als
Langzeit-Fertilitatserhalt geeignet sind (4).

4.2 Klinische Anwendungen

Aus der vorliegenden Forschung ergeben sich einige Erkenntnisse, aus denen sich
eine klinische Anwendung ableiten lasst. An erster Stelle bestatigt unsere Studie, dass
Kryokonservierungen von Spermien eine erfolgreiche und effektive Methode zur
Fertilitatsprotektion darstellen und daher allen mannlichen Patienten in reproduktivem
Alter vor Durchfuhrung einer gonadotoxischen Therapie angeboten werden sollte (14).
Eine bisher wenig berlcksichtigte Gruppe ist in diesem Zusammenhang die Gruppe
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der Patienten mit nicht-onkologischen Diagnosen, die beispielsweise eine
zytostatische Immuntherapie oder HSZT bendtigen (3). In unserer Studie nutzte ein
Patient mit einer Autoimmunerkrankung sein Kryokonservat zur
Kindeswunscherfullung, womit die Wichtigkeit des Angebots einer Kryokonservierung
fur diese Patientengruppe unterstrichen wird. Zudem weisen unsere Ergebnisse darauf
hin, dass Patienten, die eine aulierst stark sterilisierende Therapie — beispielsweise
ein Konditionierungsregime vor einer HSZT — erhalten, ihr Kryokonservat haufiger
verwenden als Patienten, die mit einer weniger fertilitatsschadigenden Behandlungen
therapiert werden. Somit stellt das gonadotoxische Potenzial der verabreichten
Therapie einen moglichen pradiktiven Faktor fur die Spermiennutzung dar und sollte
in die Diskussion mit dem Patienten Uber die Durchfuhrung einer Fertilitatsprotektion
sowie in Uberlegungen zu Okonomischen Aspekten von
Kryokonservierungsprogrammen mit einflieRen. Jedoch sind weitere Untersuchungen
mit grolReren Studienpopulationen zur Bestatigung unserer Beobachtungen notig. Des
Weiteren zeigen unsere Daten, dass etwa ein Funftel der Studienteilnehmer (20,7%)
Kinder durch naturliche Reproduktion nach erfolgter Therapie zeugen konnte und ihre
Spermatogenese somit erhalten bleiben oder sich regenerieren konnte. Dies war vor
allem der Fall, wenn die Behandlung nur wenig oder potenziell gonadotoxisch war und
stellt daher besonders fur die Patienten, denen eine Therapie mit geringer
Gonadotoxizitat bevorsteht, ein ermutigendes Ergebnis dar. Entsprechende
Informationen konnten in Patientengesprache zur Fertilitatsprotektion eingebunden
werden. Nichtsdestotrotz werden auch in diesem Aspekt weitere Forschungen bendtigt
(28).

4.3 Zukunftige Perspektiven und weiterfihrende Fragestellungen

Trotz zahlreicher existierender Forschungen auf dem Gebiet der Onkofertilitat, sind
viele Fragen weiterhin ungeklart. Auf einige Aspekte, die in zukunftigen Studien weiter
untersucht werden konnten, mochte ich im Folgenden eingehen.
Innerhalb der letzten Jahrzehnte nahm der Einsatz von ,targeted therapies” in der
Behandlung von Krebserkrankungen immer weiter an Bedeutung zu. Zu diesen
moderneren Substanzen gehoren unter anderem monoklonale Antikorper oder
sogenannte ,small molecule® Inhibitoren wie beispielsweise Proteasom- oder
Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI). Jedoch sind Studien, die den Effekt der ,targeted
therapies” auf das mannliche reproduktive System analysieren, bisher stark limitiert
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(8). Die meisten der bisher durchgefuhrten Studien zu diesem Thema befassen sich
mit TKls. TKls wie zum Beispiel Imatinib werden mitunter zur Therapie von
Chronischen Mpyeloischen Leukamien eingesetzt. Bislang wurden einige
tierexperimentelle Studien sowie Fallberichte zu den fertilitdtseinschrankenden
Effekten von Imatinib veroffentlicht. In Experimenten mit mannlichen Nagetieren
wurden bei Gabe von Imatinib eine eingeschrankte Spermatogenese, ein niedrigeres
testikulares Gewicht, eine reduzierte Testosteronkonzentration im Serum und ein
Verlust an Leydig Zellen beobachtet. Zudem wurden bei postnatalen Ratten Stérungen
der Hodenentwicklung und der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
nachgewiesen (42, 43). Einzelne Fallstudien mit menschlichen Probanden zeigten
kontrare Ergebnisse. Einige Autoren konnten schwere Oligozoospermien bei
prapubertaren Jungen nach langjahriger Einnahme von Imatinib beobachten, andere
wiederum berichteten, dass trotz Verlusten an sich differenzierenden Spermatogonien
die Spermatogenese nicht gestort wurde (42-44). Insgesamt scheint die Gabe von
Imatinib im Erwachsenenalter weniger schadliche Effekte auf das reproduktive System
nach sich zu ziehen, wohingegen die Verabreichung des Medikaments vor der
Pubertat zu schweren Einschrankungen der Fertilitat fuhren konnte (8, 43). Zu anderen
Jargeted therapies® gibt es bisher kaum oder gar keine Studien, sodass keine
Aussagen uber ihre Gonadotoxizitat getroffen werden konnen (8). Im Vergleich zu den
klassischen =~ Chemotherapeutika  konnten sie ein  deutlich  niedrigeres
fertilitatsschadigendes Potenzial besitzen und als Konsequenz eine geringere
Notwenigkeit fur eine pratherapeutische Fertilitatsprotektion aufweisen. Da die
Verwendung von ,targeted therapies® in der Krebstherapie innerhalb der nachsten
Jahre vermutlich weiter steigen wird, sollte die Untersuchung ihrer gonadotoxischen
Effekte Gegenstand zukunftiger Forschungen sein.

Die Kryokonservierung von ejakulierten Spermien fungiert seit Jahrzehnten als
Standardmethode zum Fertilitatserhalt. Jedoch ist die Gewinnung eines
entsprechenden Ejakulats nicht immer maoglich. Fur prapubertare Jungen besteht die
Moglichkeit der Kryokonservierung von spermatogonialen Stammzellen mittels
Extraktion aus testikularem Gewebe. Allerdings ist diese Methode noch immer
experimentell und wird daher nur im Rahmen von klinischen Studien oder nach einem
anerkannten experimentellen Protokoll empfohlen (7, 14). Die Prozedur besteht aus
der Gewinnung von spermatogonialen Stammzellen aus testikularem Gewebe und

eine spateren Autotransplantation der Stammzellen zur Wiederherstellung der
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Spermatogenese. Bislang existieren in der Literatur nur Ergebnisse aus
tierexperimentellen Studien. AuRerdem weist die Methode eine hohe Invasivitat sowie
ein  mogliches Risiko der Reimplantation von malignen Zellen durch das
Autotransplantat auf (45). In unserer Patientenkohorte waren drei Patienten, die diese
Methode angewandt hatten. Keiner von ihnen verwendete das Kryokonservat bis zum
Studienzeitpunkt. Obwohl seit Uber 2zwei Jahrzehnten Forschungen zur
Kryokonservierung von Hodengewebe durchgefuhrt werden, konnten bisher noch
keine erfolgreichen Ergebnisse aus Studien mit menschlichen Patienten veroffentlicht
werden. Weitere Untersuchungen sind dringend nétig, um die Effektivitat der Methode
evaluieren zu konnen (7).

Weiterhin mochte ich einige l|deen diskutieren, die die klinische Praxis der
Fertilitatsprotektion mannlicher Patienten in Deutschland weiter verbessern konnten.
Eine europaische Studie ergab, dass Dreiviertel der jugendlichen Krebspatient*innen
in Deutschland Informationen Uber eine eventuelle Infertilitat vor Initierung einer
gonadotoxischen Therapie erhielt und zu der Moglichkeit des Fertilitatserhalts beraten
wurde (jeweils 75,6% und 71,4%). Nichtsdestotrotz fuhlten sich nur 56,4% dieser
Patient*innen gentgend informiert, um Uber eine entsprechende Fertilitatsprotektion
entscheiden zu konnen (46). Auch eine schweizerische Studie, die Uber Erfahrungen
erwachsener Patienten mit malignen Hodentumoren berichtete, zeigte, dass die
meisten Patienten Uber eine potenzielle Infertilitat nach der Behandlung (87,6%) und
die Moglichkeit einer Kryokonservierung von Spermien (77,1%) informiert wurden.
Allerdings erhielt nur etwa ein Viertel (23,9%) der Patienten schriftliche Informationen
und ein weiteres Viertel (23,5%) gab an, neutral, unzufrieden oder sehr unzufrieden
mit der entsprechenden Beratung zu sein. Studien demonstrierten, dass schriftliche
Informationen die Zufriedenheit von Patient*innen deutlich erhéhen konnen (19). Des
Weiteren konnte die Einfuhrung eines entsprechenden standardisierten
Bildungsprogramms in Deutschland sinnvoll sein. Kelvin et al. untersuchten die
Patient*innenzufriedenheit vor und nach der Durchfuhrung eines Bildungsprogramms
zu Krebs und Fertilitat und zeigten, dass die Zufriedenheit der Patient*innen nach
Erhalt detaillierter Informationen merklich stieg. Das Programm beinhaltete sowonhl
Informationen fir Patient*innen als auch fir behandelnde Arzt*innen (47). Die
Etablierung eines entsprechenden Programms in Deutschland kdnnte somit einen
erheblichen Gewinn fur alle Beteiligten darstellen.
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4.4 Limitationen und Starken der Arbeit

Die vorliegende Arbeit weist einige Schwachen und Limitationen auf, die ich im
Folgenden genauer beleuchten mochten. Trotz der initial groRen Anzahl an
Kryokonservierungspatienten (1089 Patienten), die in der Liste der Kryobank der
Charité angegeben wurden, war die Studienpopulation mit 99 eingeschlossenen
Teilnehmern relativ klein. Daraus resultierend war die Anzahl an Spermiennutzungen
und mithilfe von ART gezeugten Neugeborenen ebenfalls limitiert. Da die Antwortrate
der Fragebogenstudie bei nur 21,5% lag, sollte sowohl ein mdglicher Self-Selection
als auch Non-Response Bias bedacht werden. Die Antworten der Studienteilnehmer
weichen somit eventuell von denen ab, die die Patienten gemacht hatten, die den
Fragebogen nicht beantworteten, und sind somit moglicherweise nicht reprasentativ
fur die Gesamtheit der Kryokonservierungspatienten. Eine weitere Limitation stellt das
Fehlen von Daten bezlglich der Spermienqualitédt nach erfolgter gonadotoxischer
Behandlung und detaillierter Informationen zu den angewandten ART-Prozeduren der
Patienten dar. Auch das Erheben von Versuchen der Kindeswunscherfullung durch
naturliche Zeugung nach Therapie ware sinnvoll gewesen. Limitationen des
Studiendesigns bestehen darin, dass die Daten retrospektiv erhoben, der
Studienfragebogen nicht validiert und die Informationen groRtenteils durch die
Patienten selbst bereitgestellt wurden. Zudem wurden nicht alle Fragen von den
Studienteilnehmern beantwortet, sodass fur einige Variablen fehlende Werte
existierten und die Fallzahlen entsprechend reduziert waren. Der Grof3teil der
fehlenden Werte gehorte dabei zu den Fehlern der Art ,missing completely at random*
oder ,missing at random®. Aufgrund der dargestellten Limitationen der Forschung sind
die Ergebnisse nur eingeschrankt fur die Grundgesamtheit reprasentativ und eher
hinweisend als generalisierbar.

Nichtsdestotrotz resultieren aus der beschriebenen Forschung einige interessante
neue Erkenntnisse, sodass sie einen Zugewinn fur den Fachbereich darstellt. Die
Studie stellt Daten aus einem Langzeitbeobachtungszeitraum von Uber 22 Jahren zur
Verfugung. Studien mit einem ahnlichen oder sogar langeren Beobachtungszeitraum
von Kryokonservierungspatienten sind in der Literatur limitiert (4, 15, 22-29, 32, 33,
41). Als eine der ersten Studien integrierten wir den Aspekt der naturlichen
Reproduktion nach Therapie sowie die Art der fertilitatsschadigenden Behandlung und
ihr entsprechendes gonadotoxisches Potenzial in unsere Studie und weiterfuhrende
Uberlegungen (28, 31-34). Weiterhin stellten wir Charakteristika der mithilfe von ART
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oder spontan gezeugten Neugeborenen dar und prasentierten erste Ergebnisse zu
Erfahrungen von nicht-onkologischen Patienten, die vor gonadotoxischen

Immuntherapien Kryokonservierungen durchfuhrten.

5. Detaillierte Aufstellung meiner selbst erbrachten Leistungen

Die vorliegende Forschung fuhrte ich eigenstandig mit Unterstutzung und Supervision
durch meinen Betreuer, Prof. Dr. Philipp le Coutre, durch. Die ursprungliche Idee des
Forschungsprojekts entstand durch Prof. le Coutre und wurde durch eigene Ideen
erganzt. Der Kontakt zur Leiterin der Kryobank der Charité, Frau Dr. Ina Wilkemeyer,
die uns eine Liste der mannlichen Kryokonservierungspatienten fur den
entsprechenden Zeitraum zur Verfugung stellte, wurde ebenfalls durch Prof. le Coutre
hergestellt. Gemeinsam erarbeiteten wir das Promotionsthema und konzipierten das
Design unserer Studie. Ich fuhrte eine ausfuhrliche Literaturrecherche — erganzt durch
Recherchen der Co-Autor*innen der Publikation — durch, stellte zusammen mit Prof. le
Coutre den Ethikantrag bei der Ethikkommission der Charité und entwarf die
bendtigten Studienunterlagen: Studieninformation fur Patienten, Studienfragebogen
und Einverstandniserklarung. Zudem erstellte ich eine passwortgeschutzte
Patientendatenbank fur alle gelisteten Kryokonservierungspatienten, erfasste die fur
den Fragebogenversand benotigten Patientendaten und fuhrte die Vorbereitung und
den Versand der Fragebodgen uber die Klinik fur Hamatologie, Onkologie und
Tumorimmunologie der Charité eigenstandig durch. Ich verwaltete die
zuruckgesandten Fragebogen und erfasste alle Daten aus den beantworteten
Fragebogen in einer pseudonymisierten Excel-Tabelle. Weiterhin erganzte ich
fehlende Angaben mit Daten aus dem Charité-internen SAP-System und analysierte
mit Unterstutzung von Frau Dr. Wilkemeyer die von ihr Ubermittelten Kryokonservats-
Befunde der eingeschlossenen Studienteilnehmer. Alle personenbezogenen Daten
wurde den Standards entsprechend streng vertraulich behandelt. Die statistische
Auswertung der Studie fUhrte ich selbststandig nach statistischer Beratung durch Frau
Anna Poéhimann vom Institut fur Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité
mithilfe von SPSS Statistics durch. Mit Unterstitzung von Prof. le Coutre und allen
weiteren Co-Autor*innen interpretierte ich die Ergebnisse und verfasste das
Manuskript fur die Veroffentlichung der Studie. Alle sowohl in der vorliegenden Arbeit
als auch in der Originalpublikation enthaltenen Texte, Tabellen und Abbildungen sind

eigenstandig von mir erstellt und von den Co-Autor*innen der Publikation Uberpruft und
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gegebenenfalls korrigiert worden. Als korrespondierende Erstautorin war ich in
Absprache mit Prof. le Coutre fur den vollstandigen Publikationsprozess verantwortlich
und fiihrte alle erforderlichen Uberarbeitungen an dem Artikel bis zur Veroéffentlichung
durch. Alle Ergebnisse, die nicht Teil der Publikation waren und in der vorliegenden
Arbeit prasentiet wurden — Dbeispielsweise weiterfuhrende Analysen von
Spermienparametern, detailliertere Darstellungen von Patientencharakteristika oder

weitere Abbildungen — basieren ausschliel3lich auf meinen eigenen Leistungen.
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cancer patients over the last decades. However, standard cancer treatments frequently
implicate fertility-damaging potential. Cryopreservation of sperm is the current standard
option to preserve patient’s fertility after treatment, yet long-term data on usage and
reproductive experiences is still limited. Natural fertility after treatment and especially in
relation to the type of treatment has been poorly analyzed so far. Therefore, we performed
aretrospective survey including male patients with an indication for gonadotoxic treatment
who cryopreserved reproductive material at our institution between 1994 and 2017. Study
questionnaires regarding treatment, material usage, and reproductive outcomes were
sent to eligible patients. Additionally, semen analyses of study participants from the time of
cryopreservation were evaluated. A total of 99 patients were included in the study.
Respondents’ median age was 38.0 years. Most frequent diagnoses were testicular
cancer (29.3%) and lymphoma (26.3%). A further 8.1% suffered from autoimmune
diseases. Testicular cancer patients had a significantly lower pre-treatment median
sperm concentration (18.0 million/ml) compared to non-testicular cancer patients (54.2
million/ml). Until November 2020, the determined sperm usage and cumulative live-birth
rate per couple were 17.2% and 58.8%, respectively. Most sperm users received
treatments with high (40.0%) or intermediate (33.3%) gonadotoxic potential. 20.7% of
all patients reported to had fathered at least one naturally conceived child after treatment,
this being the case especially if they had been treated with less or potentially gonadotoxic
therapies. In conclusion, our findings emphasize the importance of sperm
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cryopreservation in the context of male fertility preservation. Furthermore, they indicate
that the gonadotoxic potential of patients’ treatments could represent a predictive factor

for sperm usage.

Keywords: sperm cryopreservation, cancer, fertility preservation, assisted reproduction techniques (ART),
chemotherapy, natural fertility, reproductive outcomes, cancer treatment

INTRODUCTION

Due to advances in both oncological diagnosis and treatment,
over the last few decades the long-term survival of young male
cancer patients has significantly improved. However, standard
cancer treatments - including radiation therapy, classical
cytotoxic substances, and increasingly personalized, modern
approaches - often implicate potential risks for patients’
future fertility.

Several studies have shown reduced semen quality in some
cancer patients even prior to the initiation of their treatment. This
impairment of spermatogenesis, induced by the malignancies
themselves, especially applies to patients with testicular cancer, the
most frequently diagnosed cancer type in young men (1-3). In
addition, various cancer treatments cause damage to
spermatogenesis: Firstly, cytotoxic agents frequently compromise
spermatogenesis, at least temporarily, and in some cases even
induce permanent azoospermia. Among the cytotoxic substances,
most alkylating agents and cisplatin are known to be strongly
gonadotoxic; however, their deleterious effects on spermatogenesis
ultimately depend on drug combination and dosage (4, 5). Secondly,
the irradiation of the radiosensitive testicles deteriorates their
function in a dose dependent way. Doses above four Gy can
cause permanent germ cell defects, and 16 - 20 Gy can lead to
irreversible azoospermia. Although recovery of spermatogenesis is
attainable, it is highly dependent on radiation doses and the number
of cycles conducted, requiring up to five years or even longer. Leydig
cells of adults were observed to be more resistant to radiotherapy,
nevertheless, in some cases testosterone replacement therapy after
gonadal radiation is still necessary (6). Thirdly, conditioning
regimens for hematopoietic stem cell transplantations (HSCT)
have an extremely high gonadotoxicity due to aggressive
chemotherapies and/or total body irradiation (TBI) combinations
(5, 7). Finally, fertility can be reduced after gonadal surgeries, such as
the radical inguinal orchiectomy, which is the mainstay of treatment
for testicular cancer patients. Several studies report adverse effects
on semen parameters and hormonal functions after radical inguinal
orchiectomies (6).

Patients’ fertility after cancer treatment is not predictable.
Therefore, fertility preservation is a primary concern for cancer
patients of reproductive age and should be discussed as early as
possible before treatment is initiated. Currently, the standard
option for fertility preservation in men is cryopreservation of
ejaculated semen (8). The number of cancer patients who
undergo sperm cryopreservation has increased during the last
20 years (1, 9). Regardless, in many countries, pre-treatment

Abbreviations: ART, assisted reproductive techniques. HSCT, hematopoietic
stem cell transplantation; TBI, total body irradiation; IQR, interquartile range.

sperm banking has not been established in clinical practice or is
underutilized when offered (2, 10, 11). Depending on the
country, costs for storage differ (11, 12). In Germany, as of the
beginning of July 2021, the costs of sperm storage for cancer
patients who have to undergo fertility-damaging therapies are
covered by the public health insurance, according to the decision
of the Federal Joint Committee (G-BA).

Reported usage rates of stored material remain low, often less
than 10%, with a slight increase when examining long-term follow-
ups of above 10 years (1, 9, 13-18). Different variables impacting
long-term usage of sperm have been described so far, including age
at the time of cryopreservation, type of cancer, and total number of
cryopreserved spermatozoa (18). Nevertheless, many influencing
factors are still unexplored. After deciding to use the frozen semen,
couples proceed with assisted reproductive techniques (ART) and
achieve parenthood in 35 - 80% of cases (1, 14, 19, 20).

Ample literature on outcomes of sperm cryopreservation in
cancer patients exists, however, various aspects have not yet been
analyzed sufficiently. Data on long-term follow-ups is still limited
and more research is needed to make reliable conclusions about
ART usage and success rates (1, 9, 11, 13-15, 19, 20). Moreover,
studies exploring the relation between different cancer treatment
types, sperm usage, and reproductive outcomes of natural
fertility after treatment are lacking (19, 21-24). In addition,
fertility preservation also concerns young patients affected by
various non-oncological medical conditions. One group in this
context are patients suffering from autoimmune diseases treated
with gonadotoxic immunotherapy or HSCT. To our knowledge,
cryopreservation experiences and outcomes from non-
oncological patients who undergo fertility-damaging treatments
have been barely reported (25).

In order to address the above-mentioned aspects of interest,
and to add new findings to the existing literature, we performed a
questionnaire-based survey of patients who cryopreserved
reproductive material at our institution over a period of 22
years. This study aimed to analyze participants’ usage of stored
material, resulting ART outcomes, and natural reproduction
outcomes after treatment, and to examine these outcomes with
regard to treatment types and their gonadotoxic potential.

MATERIALS AND METHODS

Availability of Materials

The study questionnaire and original data underlying the
conclusions listed in the manuscript are included in the
supplementary material; further inquiries can be directed to the
corresponding author.
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Study Population and Data Source

The study population included all male patients who
cryopreserved reproductive material at the Cryobank of
Charité - Universitatsmedizin Berlin in the period from February
1994 until November 2017. All oncological and non-oncological
patients with diagnoses requiring potentially gonadotoxic
treatments were considered. Inclusion criteria were an age
above 18 years, patient data available in our patient database and
a German contact address. Deceased patients as well as patients
with unsuccessful cryopreservation were excluded.

A study-specific questionnaire was developed by the
researchers including the following questions: sociodemographic
characteristics (personal data, occupation), questions related to
diagnosis and treatment (disease/treatment as indication for
cryopreservation, type of cancer/other diagnosis, date of initial
diagnosis, type/s of treatment, date/s of treatment, relapses of
disease, current disease status), questions concerning the
cryopreservation (date/s, frequency, indication, time of
cryopreservation in relation to treatment), questions about usage
of stored material (material request, collection date, usage for
ART, successful live-births, unsuccessful ART procedures, usage
planned in future), and questions regarding family and children
[marital status, number of children, characteristics of children
(biological/not biological, type of reproduction, date of birth, sex,
birth weight, height at birth, events during birth, current health
status, date of birth of mother)].

Procedure and Data Management

Our patient database was reviewed to find potential study
participants. Out of 1089 patients, who were listed in the
Cryobank for the mentioned period, 774 were identified as
possible participants. In June and September 2020, the eligible
patients were sent a study pack containing a participant’s
information sheet, a consent form and copy, the study
questionnaire and a pre-paid envelope addressed to the director
of the study. 259 study packs could not be delivered due to outdated
mailingaddresses. 515 study packs could be delivered. A total of 111
questionnaires were completed and returned, yielding a response
rate of 21.5%. Two respondents were relatives of recently deceased
patients and had completed the questionnaires for them. Their data
were excluded from the analysis. Further 10 patients were excluded
because of missing indication for gonadotoxic treatment.

Semen Analyses

Semen analyses at the time of cryopreservation were requested
from our Cryobank for patients included in the study. 82
analyses of ejaculated semen and three analyses of testicular
tissue could be provided. The researchers evaluated sperm
concentration, progressive and total motility (progressive and
non-progressive motility) based on reference parameters from
the World Health Organization (WHO) guidelines of 1999 and
2010, respectively (26, 27).

Data Analysis
Data was entered into a password protected secure database. Not
all respondents replied to all questions. Where possible, missing,

or inconsistent data was revised and completed with data from
our patient database. The number of patients whose data was still
missing after this procedure is indicated and the respective
patients were excluded from percentage calculations. Missing
day or month specifications were replaced with the first day of a
month or the first month of a year, respectively.

Data was analyzed in IBM SPSS Statistics Version 27.
Categorical variables were presented as percentages. Continuous
variables were presented as medians and interquartile range (IQR).
Since the variables did not follow normal distribution, non-
parametric tests were used to compare patient groups (Mann-
Whitney-U-test and Chi-square-test). A p-value <0.05 was
considered as statistically significant. Diagnosis groups were
subsumed into appropriate upper-level groups for statistical testing.

Due to the retrospective design of the study, randomization or
blinding of participants were not applicable. No power
calculation was performed as the sample size directly resulted
from the number of respondents to the questionnaire.

RESULTS

Characteristics and Treatments of
Respondents

A total of 99 patients were included in the study. 91 patients (91.9%)
suffered from oncological and 8 patients (8.1%) from non-
oncological diseases. Most frequent diagnoses were testicular
cancer (29.3%) and malignancies of the lymphatic and
hematopoietic tissue (40.4%), as illustrated in Figure 1. All non-
oncological patients were diagnosed with autoimmune diseases
(namely membranous glomerulonephritis (two patients),
neurosarcoidosis, Crohn’s disease, autoimmune thrombocytopenia,
central nervous system vasculitis, systemic lupus erythematosus and
septic granulomatosis). Respondents’ median age at the time of the
survey was 38.0 years (IQR: 31.0 - 46.0 years). Further characteristics
of the participants are shown in Table 1.

The participants received one (60.2%) or multiple (39.8%) of the
following gonadotoxic treatment types: cytotoxic agents
(chemotherapy or immunotherapy), orchiectomy, radiotherapy,
and/or HSCT. Radiation therapy was included as a fertility-
damaging treatment exclusively in case of gonadal irradiation or
TBI as a conditioning regimen for HSCT, meaning that irradiation
of other body parts (13 patients) or unknown areas (9 patients) were
not included. One patient did not undergo the planned treatment
and was excluded from treatment analyses. The fertility-damaging
treatments were classified into four categories depending on their
gonadotoxic potential (Table 2). In total, 89 patients (90.8%) were
treated with cytotoxic agents as part of their therapy regimens. 10
patients did not specify the cytotoxic substances and were excluded
from the treatment classification. Figure 2 illustrates the
distribution of the treatment categories in the study population.

Five patients (5.1%) underwent cryopreservation after treatment
initialization or partial treatment completion. Among them, three
patients had been orchiectomized and two patients had been treated
with chemotherapy prior to cryopreservation.
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u Testicular cancer
u Sarcoma

u Leukemia

- Lymphoma

1 Other type of cancer = Autoimmune disease

FIGURE 1 | Diagnoses of respondents. Values are presented as number of patients (%). One patient with other type of cancer was additionally diagnosed with

testicular cancer during the follow-up.

Semen Analyses

Semen analyses of ejaculated sperm at the time of cryopreservation
were available for 82 of 99 patients. Median sperm concentration
[37.9 million/ml (IQR: 17.3 - 93.2 million/ml)], progressive [47.0%
(IQR: 32.0 - 55.0%)] and total sperm motility [56.0% (IQR: 43.3 -
65.0%)] of patients who cryopreserved sperm before initiating
gonadotoxic therapy were normal. The five patients who stored
material after partial treatment completion had a median sperm
concentration of 20.5 million/ml (IQR: 13.2 - 56.6 million/ml),
progressive motility of 32.0% (IQR: 24.0 - 55.0%) and total motility
of 38.0% (IQR: 35.0 — 63.5%).

TABLE 1 | Respondents’ characteristics.

Characteristics
Age at time of survey, median (IQR) 38.0(31.0-46.0)
Age at diagnosis, median (IQR) 27.0(20.0 - 36.0)
Age at cryopreservation, median (IQR) 29.0(20.0 - 36.0)
Marital status, n (%)
Single 32 (33.7)
Married 45 (47.4)
In Partnership 16 (16.8)
Widowed 1(1.1)
Other 1(1.1)
N.a. 4
Reproductive material stored, n (%)
Ejaculated semen 82 (96.5)
Testicular tissue 3(3.5
N.a 14
Time of cryopreservation, n (%)
Before treatment* 94 (94.9)
After treatment initialization 5(5.1)

*One of the patients did not undergo the planned gonadotoxic treatment.

Pre-treatment semen analyses according to diagnosis groups are
shown in Table 3. Testicular cancer patients had a significantly
lower median sperm concentration [18.0 million/ml (IQR: 9.7 -
37.8 million/ml)] compared to non-testicular cancer patients (54.2
million/ml (IQR: 23.0 - 110.2 million/ml), Mann-Whitney-U-test,
p = 0.003). No significant differences in progressive and total
motility between the two groups were observed (Mann-Whitney-
U-test, p = 0.656 and p = 0.688).

Sperm Usage and ART Outcomes
Overall, 17 patients (17.2%) decided to use their cryopreserved
material for ART procedures. In 13 cases, the reproductive
material was ejaculated sperm, while the reproductive material
remained unknown in the other four cases. The median age was
32.0 years (IQR: 27.0 - 36.5 years) at the time of cryopreservation. No
significant difference from the median age at the time of
cryopreservation of patients who did not use their material [27.0
years (IQR: 20.0 - 35.3 years)] was observed (Mann-Whitney-U-
test, p = 0.135). Table 4 summarizes the diagnosis groups and
treatment categories of patient groups who used and did not use the
cryopreserved material. All six sperm users in treatment category 1
(40.0%) were treated with highly sterilizing chemotherapy and three
of them (20.0%) additionally underwent HSCT. Out of the five users
in category 2 (33.3%), three (20.0%) were treated with orchiectomy
and chemo-/chemoradiotherapy, and two (13.3%) exclusively with
chemotherapy. The three sperm users in category 3 (20.0%) received
less gonadotoxic agents and one of them (6.7%) had previously been
orchiectomized. One sperm user (6.7%) underwent radioiodine
therapy. No significant correlation between sperm usage and
diagnosis group was observed (Chi-square-test, p = 0.991).

The median storage time until the first material request was
26.0 months (IQR: 16.5 - 65.5 months). Most of those who
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TABLE 2 | Treatment categories according to the gonadotoxic potential.

Treatment category

Treatment or cytotoxic agent

Category 1: High gonadotoxicity
Category 2: Intermediate gonadotoxicity/risk for prolonged azoospermia
Category 3: Low gonadotoxicity/risk for only temporary reduction in spem counts

Category 4: Potential gonadotoxicity (existing data not sufficient)

HSCT conditioning (chemotherapy and/or TBI), BEACOPP, VAC

Pelvic irradiation, cyclophosphamide, cisplatin, ifosfamide, lomustine, BEP, VIP, VIDE
Radical inguinal orchiectomy, vincristine, vinblastine, carboplatin, doxorubicin,
bleomycin, methotrexate, azathioprine, ABVD, CHOP

Rituximab, bendamustine, imatinib, cladribine, **'lod

Data from Poorvu et al. (28), additionally from Meistrich et al. (4), Vakalopoulos et al. (29), Traila et al. (30), and Zang et al. (31).
BEACOPP, bleomycin, etoposide, doxorubicin, cyclophosphamide, vincristine, procarbazine, prednisone; VAC, vincristine, actinomycin D, cyclophosphamide; BEP, bleomycin,
etoposide, cisplatin; VIF, cisplatin, etoposide, ifosfamide; VIDE, vincristine, ifosfamide, doxorubicin, etoposide; CHOP, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone.

utilized the frozen material (13 patients, 76.5%) did so during the
first five years of storage. The highest number of sperm usages
was observed in the second year (six patients, 35.3%). During the
first 10 years of storage, 94.1% of the users requested their frozen
semen, and only one patient (5.9%) used his semen after a longer
storage time. He was 17 years old at the time of cryopreservation.
Among the non-users, 26 patients (34.7%) stated they would
potentially make use of their material in the future. 10 sperm
users (58.8%) achieved parenthood of at least one ART-
conceived child. However, seven patients (41.2%) reported they
had remained childless after unsuccessful ART procedures,
yielding a cumulative live-birth rate per couple of 58.8%. All

users had cryopreserved their semen prior to gonadotoxic
treatment except for one testicular cancer patient, whose sperm
cryopreservation was commissioned after orchiectomy. His ART
procedures remained unsuccessful. Analysis of storage periods
showed no significant difference in storage time between sperm
users with successful [20.0 months (IQR: 17.3 - 42.5 months)]
and unsuccessful ART outcomes [44.0 months (IQR:15.0 -116.0
months, Mann-Whitney-U-test, p = 0.261)]. The longest storage
time before sperm usage resulting in fatherhood was 78 months.

A total of 20 children were born from ART cycles (8
singletons and six pairs of twins). Additionally, one patient
stated he had an ART-conceived child from cryopreserved

High ’ : \ \
e HSCTC
gonadotoxicity Cytotoxic agents
22 (25.0) | 22 (100-%) | | 15682 |
e ——————
Pelvic irradiation
[C ) 2(10.5)
Orchiectomy SRR
19 (47.5) ( ) S
Cytotoxic agents Pelvic irradiation
17 (89.5) 5(29.4)
Intermediate p . h 4
go::dc;t;»;icity Cytotoxic agents Pelvic irradiation
e 20 (50.0) 1(5.0)
P —
Pelvic irradiation
1(2.5)
~— ——
Orchiectomy Cytotoxic agents
Low 9 (56.3) 4 (44.4)
gonadotoxicity ) ‘
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| —
 ——
Cytotoxic agents
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FIGURE 2 | Treatment categories and treatment types of respondents. Values are presented as number of patients (%). HSCTC, HSCT conditioning regimen.
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TABLE 3 | Pre-treatment semen characteristics at the time of cryopreservation according to diagnosis groups.

Diagnosis group

Sperm concentration (10%/ml)

Progressive motility (%)

Total motility (%)

Testicular cancer
Non-testicular cancer
Leukemia
Lymphoma
Sarcoma
Other type of cancer
Autoimmune disease

18.0 (9.7 - 37.8)
54.2 (23.0 - 110.2)
430 (22.7 - 118.2)
33.0 (14.0 - 91.8)
58.8 (19.1 - 171.0)
51.0 (22.7 - 138.0)
97.6 (88.7 - 224.6)

48.0(23.0 - 55.0)
46.0(32.0 - 55.8)
44.0(33.0 - 54.0)
50.0(30.0 - 54.8)
45.0(31.5 - 50.5)
32.5(28.0 - 59.5)
61.5(52.5 - 68.9)

56.0 (35.0 - 65.0)
56.0 (44.0 - 65.5)
54.0 (47.0 - 64.0)
56.5 (39.8 - 66.0)
55.0 (42.5 - 63.5)
43.0 (30.0- 62.0)
66.5 (59.3 - 73.8)

Values are presented as median (IQR).

material that was not stored at our institution. The females’
median age at the time of childbirth was 35.0 years (IQR: 32.0 -
36.0 years). One ART-conceived child (4.8%) suffered from a
pulmonary valve stenosis and one pair of twins (9.5%) was
reported deceased at the time of the survey. All the other
children (85.7%) were reported to be alive, healthy, and
normally developing. Birth weights and heights at birth are
tabulated in Table 5 (percentiles were incalculable due to
missing information on gestational age). Not all patients
provided the appropriate data.

Natural Fertility of Respondents

In total, 92 patients provided detailed data on their biological
children. 31 patients (33.8%) reported to have fathered at
least one child from natural conception, 8 patients (8.7%)
exclusively had ART-conceived children, and two patients
(2.2%) had children of unspecified type of reproduction. One
patient (1.1%) stated to have a pregnant partner at the time
of the survey and 50 patients (54.3%) reported to have no
biological children. Among those with naturally conceived
children, 12 patients had achieved parenthood before (13.1%),
9 patients after (9.8%), and 10 patients (10.9%) before as well
as after receiving gonadotoxic treatments. The first group
included three sperm users, the second and third group one
sperm user each. Table 4 illustrates diagnosis groups and

treatment categories of patient groups who fathered and did
not father naturally conceived children after treatment. If
available, birth weights and heights at birth of naturally
conceived children after treatment are summarized in Table 5
(percentiles were incalculable due to missing information on
gestational age).

DISCUSSION

In the present survey we reported on experiences of sperm
cryopreservation and outcomes of natural fertility in
oncological and non-oncological patients at the Cryobank of
Charitée - Universititsmedizin Berlin over a period of 22 years.
Our paper supplements findings to the existing data on
cryopreservation usage and success rates and is one of the first
to analyze the relation between gonadotoxic treatment types and
reproductive outcomes (19, 21-24).

Integration of Study Findings in the
Current State of Research

Our findings regarding patients’ characteristics and analysis of
pre-treatment semen parameters are mainly in line with those
presented by other authors. As already observed in previous
studies, oncological patients in this survey were most frequently

TABLE 4 | Diagnosis groups and treatment categories of spem users and non-users, and patients with and without naturally conceived children after gonadotoxic treatment.

Diagnosis group/treatment category

Use of cryopreserved sperm

Natural conception after treatment

Yes (n=17) No (n = 82) Yes (n = 19) No (n =73)
Diagnosis group
Testicular cancer 5(29.4) 24 (29.3) 7 (36.8) 20 (27.4)
Non-testicular cancer 12 (70.6) 58 (70.7) 12 (63.2) 53 (72.6)
Leukemia 1(6.9 13 (15.9) 3(15.8) 11 (156.1)
Lymphoma 6(35.3) 20 (24.4) 5(26.3) 19 (26.0)
Sarcoma 3(17.6) 12 (14.6) 2(10.5) 11 (15.1)
Other type of cancer 1(5.9) 6 (7.3 7(9.6)
Autoimmune disease 1(5.9) 78.5) 2(10.5) 5(6.8)
Treatment category
Category 1: High gonadotoxicity 6(40.0) 16 (21.9) 2(12.5) 18 (27.3)
Category 2: Intermediate gonadotoxicity 5(33.3) 35 (47.9) 5(31.3 32 (48.5)
Category 3: Low gonadotoxicity 3(20.0) 13(17.8) 4(25.0 12 (18.2)
Category 4: Potential gonadotoxicity 1(6.7) 9(12.3 5(31.3 4 (6.1)
Treatment not realized 1 1
N.a 2 8 3 6

Values are presented as number of patients (%).

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

November 2021 | Volume 11 | Article 772809

57




Lackamp et al.

Sperm Cryopreservation Experiences and Outcomes

TABLE 5 | Birth weights and heights of newborns.

Newborns Birthweight (grams) Height at birth (cm)
All newborns 3300.0 (2765.0 - 3660.0) 52.0 (49.0 - 53.0)
ART-conceived twins 1950.0 (1470.0 - 2330.0) 45.5 (41.5 - 47.5)
ART-conceived singletons 3050.0 (2882.5 - 3355.0) 52.0 (60.5 - 53.0)
Naturally conceived twins after treatment 1870.0 44.5

Naturally conceived singletons after treatment

3570.0 (3140.0 - 3910.0)

52.0 (60.0 - 54.0)

Values are presented as median (IQR).

diagnosed with testicular cancer and tumors of the lymphatic
and hematopoietic tissue (1, 9, 13, 15, 17-20). Although our
analysis of pre-treatment semen parameters at the time of
cryopreservation showed a huge interindividual variability, the
lowest median sperm count was observed in patients with
malignant testis tumors. Similar findings were reported by
other authors (1, 5, 15, 17, 18, 20). Factors impairing
spermatogenesis caused by testicular tumors even prior to
treatment initiation seem to be multifactorial, including direct
parenchymal damage and replacement by the malignancy,
interferences in the hypothalamic-pituitary-gonadal axis,
systemic inflammation, and increased oxidative stress (6).

The sperm usage rate in our study (17.2%) was higher
compared to the 3 - 10% experienced by most of the other
clinics (1, 9, 13-15, 20). For example, Ferrari and colleagues
calculated in their review an aggregated usage rate of 8% (30
studies included) (16). However, a much higher usage rate of
27% was reported by Hammarberg and colleagues, who
performed a cross-sectional survey (19). In contrast, the live-
birth rate per couple we observed (58.8%) corresponds to
findings reported in previous studies, even though the rates for
each study vary strongly (35 - 80%) (1, 14, 19, 20). Nevertheless,
when comparing the usage and ART success rates in our cohort
to other results, the number of patients and a possible
participation bias should be considered.

Variables Affecting Sperm Usage

Although the usage rate in the present study was a bit higher
compared to previous, it remained relatively low. In the
following, we want to discuss on some variables that may affect
the number of sperm usages:

Period of follow-up: Some authors suggested that sperm usage
might increase with longer follow-up (16, 17, 32). However, our
results did not confirm this (94.1% of the sperm users requested
their material within the first 10 years of storage). Similarly, in
their latest study, Ferrari and colleagues showed only a marginal
increase in the usage rate (from 9.4% to 12.0%) by extending the
period of follow-up beyond 10 years (18).

Type of gonadotoxic treatment: 40.0% of the sperm users
compared to only 21.9% of the non-users in our cohort received
highly sterilizing treatments. This observation indicates that
treatments with strong gonadotoxicity might represent a
predictive factor for future sperm usage even though our
sample sizes were too small to apply reliable statistical tests to
show the correlation. To our knowledge, the relation between
different types of treatment and usage of cryopreserved sperm
has not yet been analyzed sufficiently and, hence, further
research is necessary to confirm our results.

Outcomes of natural reproduction: One of the reasons for low
sperm usage rates could be maintained or recovered fertility.
Given that 20.7% of our patients reported to have fathered
children from natural conception after treatment, a substantial
proportion of patients have retained or retrieved fertility.
Nevertheless, two of them used their cryopreserved sperm.
More research is needed to draw further conclusions on this
aspect (19).

Costs for storage: Since, in some countries, the costs of
cryopreserving reproductive material are born by patients
themselves, they may affect cryopreservation rates and future
sperm usage. However, no consistent data on this regard exists
(11, 12). In Germany, since the beginning of July 2021, Public
Health Insurance covers the costs for cryopreservation,
specifically for male cancer patients under 50 years to preserve
ejaculated sperm or testicular tissue when undergoing fertility-
damaging therapies. Previously, such patients had to bear the
costs privately and some may have chosen not to cryopreserve or
to maintain the storage for this reason. It remains to be seen to
what extent the alteration in insurance coverage will influence
sperm cryopreservation, storage, and usage rates.

Future Perspectives

The gonadotoxic potential of many commonly used
chemotherapeutics is still not definitely explored. Despite this,
we want to raise the topic of modern, targeted therapies and their
impact on the male reproductive system as an important
direction for future research. The effects of targeted therapies
on male fertility are poorly investigated, and some of those agents
could be less damaging compared to classical chemo- and
radiotherapy regimes. So far, studies exploring the harmful
effects on spermatogenesis caused by the tyrosine kinase
inhibitor imatinib have demonstrated controversial outcomes.
Fertility impairments might be only modest in adult males or
more severe when the agent is given during puberty (4). Since the
use of targeted therapies in cancer therapy is increasing recently,
their impact on fertility should be addressed in future research.

Limitations

We are aware of the shortcomings and limitations of the present
study. Even though the initial number of considered sperm
banking patients was high (1089 patients), the survey had a
relatively small number of participants and reported sperm
usages. Due to the low response rate of 21.5%, participation
bias may have an influence on our findings. It is not possible to
predict how these outcomes would have differed with a larger
study cohort. Further limitations are found in the lack of
information about semen characteristics after treatment, details
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on ART procedures, and pregnancy attempts. The study also has
a retrospective design, our questionnaire was not validated
previously, and most of the information was self-reported by
the patients. Due to these limitations, our study findings should
be interpreted with caution and might be more indicative
than generalizable.

Implications

The findings presented in this study affirm that the
cryopreservation of sperm is an effective fertility preservation
method for male patients treated with gonadotoxic therapies and
that more than half of the patients achieve parenthood by using
the cryopreserved material. Our results may serve a practical
application for health care providers and their patients when
discussing the possible benefits of fertility preservation programs.
Moreover, our data indicates that treatments with high
gonadotoxicity might represent a predictive factor for future
sperm usage and may encourage patients to store reproductive
material, especially before undergoing treatments with a high
risk for fertility loss. Given that the group of sperm users
reported in this study consisted of oncological as well as non-
oncological patients, the results emphasize the importance that
cryopreservation should be offered to all patients before initiating
a fertility-damaging therapy.
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English translation of the study questionnaire:

Fragebogen fur Patienten (Questionnaire for patients)

1. Fragen zu lhrer Person (Personal data)

Name:

(Name)
Geburtsdatum:

(Date of birth)
Adresse:

(Mailing address)

Telefon:

(Phone number)
E-Mail:

(E-Mail address)
Beruf:

(Occupation)

2. Fragen zur Spermienkonservierung (Questions related to sperm

cryopreservation)

2.1 Haben Sie in der Vergangenheit Spermien konservieren lassen?

(Did you cryopreserve sperm in the past?)
[J ja, Datum/Daten (Yes, date/s):
[J nein (falls zutreffend bitte direkt zu 3.) (No)

2.2 Wie haufig haben Sie Spermien einfrieren lassen?

(How often did you cryopreserve sperm?)

61



Name:

O 1x 0 mehrmals (more than once)
2.3 Was war der Grund der Spermienkonservierung?
(What was the reason for the sperm cryopreservation?)
[J Chemotherapie (falls zutreffend bitte 2.3.1 angeben) (Chemotherapy)
[J Bestrahlung (falls zutreffend bitte 2.3.2 angeben) (Radiotherapy)
[0 Stammzelltransplantation (falls zutreffend bitte 2.3.3 angeben) (Stem cell

transplantation)

[J Hodenentfernung (falls zutreffend bitte 2.3.4 und 2.3.5 angeben) (Orchiectomy)

[J andere Operation: (falls zutreffend bitte

2.3.6 angeben) (Other surgery)
[J Kinderwunsch bei Unfruchtbarkeit (falls zutreffend bitte weiter zu 2.4) (Infertility and
wish to have a child)

[J sonstiger Grund: (falls zutreffend bitte

weiter zu 2.4) (Other reason)

2.3.1 Wann war die Spermienkonservierung in Bezug auf die Chemotherapie?

(When was the sperm cryopreservation in relation to the chemotherapy?)
[J vor Chemotherapie (Before chemotherapy) [J wahrend der Chemotherapie
(During chemotherapy) [J nach Beendigung der
Chemotherapie (After chemotherapy)
[J Datum der 1. Chemotherapie (falls erinnerlich): (Date

of 1t chemotherapy)

2.3.2 Wann war die Spermienkonservierung in Bezug auf die Bestrahlung?

(When was the sperm cryopreservation in relation to the radiotherapy?)

[J vor Bestrahlung (Before radiotherapy) [J wahrend der Bestrahlung
(During radiotherapy) O nach Beendigung der
Bestrahlung (After radiotherapy)

[J Datum der 1. Bestrahlung (falls erinnerlich): (Date of
1% radiotherapy)

2.3.3 Wann war die Spermienkonservierung in Bezug auf die Stammzelltransplantation?
(When was the sperm cryopreservation in relation to the stem cell transplantation?)
[J vor Stammzelltransplantation (Before stem cell transplantation) O nach
Stammzelltransplantation (After stem cell transplantation)

[0 Datum der Stammzelltransplantation (falls erinnerlich):

(Date of stem cell transplantation)
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Name:

2.3.4 Wann war die Spermienkonservierung in Bezug auf die Hodenoperation?

(When was the sperm cryopreservation in relation to the orchiectomy?)

[ vor Hodenoperation (Before orchiectomy) O nach Hodenoperation (After
orchiectomy)

[J Datum der Hodenoperation (falls erinnerlich): (Date of
orchiectomy)

2.3.5 Welcher Hoden wurde entfernt? (Which testicle was removed?)
[J Hodenentfernung links (Left orchiectomy) [J Hodenentfernung rechts (Right
orchiectomy)
[J Hodenentfernung beidseits (Orchiectomy on both sides)

2.3.6 Wann war die Spermienkonservierung in Bezug auf die Operation?

(When was the sperm cryopreservation in relation to the surgery?)

[J vor Operation (Before surgery) [0 nach Operation (After surgery)
[J Datum der Operation (falls erinnerlich): (Date of
surgery)

2.4 Haben Sie lhre konservierten Spermien zu einem spateren Zeitpunkt
abgeholt?
(Did you request your cryopreserved sperm afterwards?)

O ja, Datum der Abholung: (Yes, date of the request)

2.4.1 Wurden mit den Spermien Kinder gezeugt? (Did you father children with
the sperm?)
Oja,Anzahl: ___ (Yes, number of children) [ nein (No)
[J Versuch leider erfolglos (Attempts remained unsuccessful)
[J nein, Spermien wurden nicht abgeholt (No, I did not request my sperm)
[J Nutzung der Spermien nicht geplant (Usage of sperm not planned)
[J Nutzung der Spermien in Zukunft geplant (Usage of sperm planned in the

future)

3. Fragen zur Krankengeschichte (Questions related to medical history)

3.1 Haben Sie aufgrund einer Erkrankung oder deren Therapie Ihre Spermien
einfrieren lassen? (Did you undergo sperm cryopreservation because of a
disease or disease treatment?)

Oja (Yes) [J nein (falls zutreffend bitte direkt zu 4.) (No)

-3-
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Name:

3.2 Bitte kreuzen Sie die fiir die Spermieneinfrierung relevante Erkrankung an.
(Please specify the relevant disease.)
[J Hodenkrebs (Testicular cancer)
O Leukamie (Leukemia)
[0 Akute myeloische Leukamie (Acute myeloid leukemia) [J Chronische
myeloische Leukamie (Chronic myeloid leukemia)
[J Akute lymphatische Leukamie (Acute lymphocytic leukemia)
[J Chronische lymphatische Leukamie (Chronic lymphocytic leukemia)
0 Lymphom (Lymphoma)
[J Morbus Hodgkin (Hodgkin’s lymphoma) [J B-Zell Non-Hodgkin
Lymphom (B-cell non-Hodgkin lymphoma)
[ T-Zell Non-Hodgkin Lymphom (T-cell non-Hodgkin lymphoma)
O Burkitt-Lymphom (Burkitt lymphoma)
[J andere Art des Lymphoms (Other type of lymphoma)
[J Darmkrebs (Gastrointestinal cancer)
[ Sarkom, Art des Sarkoms:

(Sarcoma, type of sarcoma)

[0 andere Krebserkrankung: (Other
type of cancer)

[J andere Erkrankung: (Other
disease)

3.3 Wann wurde die Erkrankung zum ersten Mal diagnostiziert?
(When was the disease first diagnosed?)
Monat/Jahr: (Month/year)

3.4 Mit welcher Therapie/Therapien wurde die Erkrankung behandelt?
(Which treatment/s did you receive?)

[0 Chemotherapie, verwendete Chemotherapeutika: (Chemotherapy, used agents)

[J Operation: (Surgery)

[J Bestrahlung (Radiotherapy)
0 Ganzkorperbestrahlung (Total body irradiation) [ lokale Bestrahlung

(Local irradiation)




Name:

[0 andere Therapie: (Other

treatment)
3.5 Ist die Erkrankung nach der ersten Therapie erneut aufgetreten?
(Did you suffer from disease relapses?)

O ja, Monat/Jahr des Rezidivs: (Yes, month/year of the

relapse)
O nein (No)

3.6 Leiden Sie noch heute an dieser Erkrankung?
(Do you suffer from the disease currently?)
Oja (Yes) I nein (No)

4. Fragen zur Familie (Questions related to the familiy)

4.1 Familienstand (Familiy status)
[ ledig (Single) [Jin Partnerschaft lebend (In partnership)
[ verheiratet (Married) O verwitwet (Widowed) [J anderes (Other)
4.2 Haben Sie Kinder? (Do you have children?)
J ja, Anzahl: (Yes, number) [ Partnerin schwanger (Pregnant
partner)
O nein (No)

4.3 Bitte fillen Sie die Tabelle beziiglich Ihrer Kinder aus (bei mehr als 4
Kindern bitte Tabelle auf Riickseite des Fragebogens erweitern).
(Please complete the following table.)

Kind 1 (Child | Kind 2 (Child | Kind 3 (Child | Kind 4 (Child
1) 2) 3) 4)
Geburtsdatum
(Date of birth)
Geschlecht O mannlich [J mannlich 0 mannlich 0 mannlich
(Gender) (Male) (Male) (Male) (Male)
OJ weiblich 0 weiblich O weiblich O weiblich
(Female) (Female) (Female) (Female)
O divers O divers O divers O divers
(Non-binary) (Non-binary) (Non-binary) (Non-binary)
Leiblich/nicht [ leiblich O leiblich [ leiblich O leiblich

-5-
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Name:

leiblich (Biological) (Biological) (Biological) (Biological)
(Biological/not [J nicht leiblich | [J nicht leiblich | (I nicht leiblich | (I nicht leiblich
biological) (Not biological) | (Not biological) | (Not biological) | (Not biological)
Art der Zeugung O natdrlich [ natrlich [ natdirich [ natdrlich
des Kindes (Type | (Natural) (Natural) (Natural) (Natural)
of reproduction) | - yiinstiche | O kiinstliche | O kinstliche | O kinstliche
Befruchtung Befruchtung Befruchtung Befruchtung
mit mit mit mit
konservierten konservierten konservierten konservierten
Spermien Spermien Spermien Spermien
(Fertilization (Fertilization (Fertilization (Fertilization
with with with with
cryopreserved | cryopreserved | cryopreserved | cryopreserved
sperm) sperm) sperm) sperm)
O andere O andere O andere 0 andere
(Other) (Other) (Other) (Other)
Geburtsgewicht g g g g
(Birth weight)
GeburtsgroBe cm cm cm cm
(Height at birth)
Komplikationen O nein (No) O nein (No) O nein (No) O nein (No)
wahrend der . . . .
Oja (Y Oja (Y Oja (Y Oja (Y
Geburt (Events ja (Yes) ja (Yes) ja(Yes) ja (Yes)
during birth)
Gesundheitszusta | [ gesund, (J gesund, [ gesund, [ gesund,
nd des Kindes normal normal normal normal
heute (Current entwickelt entwickelt entwickelt entwickelt
health status of (Healthy, (Healthy, (Healthy, (Healthy,
the child) normally normally normally normally
developing) developing) developing) developing)
[0 erkrankt [ erkrankt [ erkrankt O erkrankt
(Diseased): (Diseased): (Diseased): (Diseased):

[ verstorben
(Deceased)

[ verstorben
(Deceased)

[ verstorben
(Deceased)

[J verstorben
(Deceased)

Geburtsdatum der
Mutter (Date of
birth of mother)

Vielen Dank fiir lhre Teilnahme!
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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