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Souhrn: Cil: Cilem této studie bylo ovéfit metodiku kryokonzervace ovarialni tkané metodou pomalého mrazeni jako metodu pro zachovani
fertility a jeji mozné zavedeni do klinické praxe Centra asistované reprodukce Fakultni nemocnice Olomouc. Soucasné byla optimalizovana
a nacvicena technika samotné kryokonzervace. Soubor a metodika: Studie probihala v obdobi od dubna 2022 do prosince 2024 na Porodnicko-
-gynekologické klinice Fakultninemocnice Olomoucazahrnovalasesttransgender pacientek ve véku 19-25 let, které podstoupily laparoskopickou
hysterektomii s oboustrannou adnexektomii v ramci chirurgické tranzice. Ziskana ovariadlni tkan byla bezprostredné po vyjmuti zpracovana
a kryokonzervovana metodou pomalého zamrazovani v Centru asistované reprodukce Fakultni nemocnice Olomouc. Histopatologické
hodnoceni ovarialni tkané bylo provedeno pted kryokonzervaci, nasledné po rozmrazeni vzorki na Ustavu klinické a molekularni patologie
Fakultni nemocnice Olomouc. Vysledky: Vysledky morfologického hodnoceni ovarialni tkdné po kryokonzervaci potvrdily zachovalost
strukturalnich charakteristik folikuld i stromalni komponenty bez zndmek vyrazné degenerace. Zavér: Vysledky tak potvrzuji, ze pouzity protokol
kryokonzervace ovaridlni tkdné metodou pomalého mrazeni je vhodny a dostate¢né setrny pro klinické vyuziti. Tato metodika predstavuje
spolehlivou moznost zachovani plodnosti u pacientek podstupujicich gonadektomii, s potencidlnim uplatnénim pfi nasledné transplantaci ¢i
invitro kultivaci folikulG.

Klicova slova: zachovani fertility - kryokonzervace ovaridlni tkdné — pomalé mrazeni — onkofertilita - asistovana reprodukce - invitro
fertilizace - transgender

Summary: Objective: The aim of this study was to validate the methodology of ovarian tissue cryopreservation using the slow freezing technique
as a fertility preservation approach and to assess its potential implementation in clinical practice at the Assisted Reproduction Centre of the
University Hospital Olomouc. In parallel, the technical procedure of cryopreservation was optimized and standardized. Materials and methods:
The study was conducted between April 2022 and December 2024 at the Department of Obstetrics and Gynecology, University Hospital Olomouc,
andincluded six transgender patients aged 19-25 years who underwent laparoscopic hysterectomy with bilateral adnexectomy as part of gender-
-affirming surgery. Ovarian tissue obtained during the procedure was immediately processed and cryopreserved using the slow freezing method
at the Assisted Reproduction Centre of the University Hospital Olomouc. Histopathological evaluation of the ovarian tissue was performed
both prior to cryopreservation and after thawing at the Department of Clinical and Molecular Pathology. Results: Morphological assessment
of the ovarian tissue after cryopreservation confirmed preservation of structural characteristics of follicles and stromal components, without
signs of significant degeneration. Conclusion: The results confirm that the applied slow freezing protocol for ovarian tissue cryopreservation
is appropriate and sufficiently gentle for clinical use. This method represents a reliable option for fertility preservation in patients undergoing
gonadectomy, with potential applications in subsequent autologous transplantation or in vitro follicle culture.

Key words: fertility preservation - ovarian tissue cryopreservation — slow-freezing - oncofertility - assisted reproduction - invitro
fertilization — transgender
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Uvod

Kryokonzervace ovarialni tkané (OTC -
ovarian tissue cryopreservation) pred-
stavuje slibnou moznost zachovani
plodnosti u Zen a divek, které jsou vy-
staveny riziku pred¢asného ovarialniho
selhani (POI - premature ovarian insuf-
ficiency) [1]. K tomuto riziku mdze vést
onkologickd 1é¢ba, genetické predispo-
zice, autoimunitni onemocnéni nebo
chirurgické zdkroky na reprodukénich
orgénech [2]. Chemoterapie a radiote-
rapie poskozuji ovarialni rezervu, coz
muze mit za nasledek nejen neplodnost,
ale i ztratu hormonalini funkce vajecnik
s naslednym negativnim dopadem na
kostni metabolizmus, kardiovaskularni
systém a metabolizmus [3]. Na rozdil od
kryokonzervace oocytll nebo embryi,
kterd vyzaduje fizenou ovaridlni stimu-
laci gonadotropnimi hormony, je OTC
vhodna i pro Zeny, které hormonalni te-
rapii nemohou podstoupit, a lze ji pro-
vadét i u prepubertdlnich divek [4]. Pro-
cedura zahrnuje laparoskopicky odbér
ovariadlni tkdné, kterd obsahuje ne-
zralé primordidlni folikuly, nasledné za-
mrazeni ovaridlni tkané, v casovém
odstupu rozmrazeni a transplantace
ovarialni tkdné zpét do téla pacientky.
Po transplantaci mize dojit nejen k ob-
noveni plodnosti, ale také k obnoveni
hormonalini funkce vajecnik(, coz maze
odddlit nastup menopauzy a zlepsit
kvalitu Zivota [5-7]. Od prvniho Uspés-
ného pfipadu transplantace a porodu
v roce 2004 doslo k vyznamnému po-
kroku v této oblasti. Dnes jiz bylo celo-
svétové dosazeno vice nez 200 porodU
po transplantaci kryokonzervované ova-
rialni tkané [8,9]. Americka spole¢nost
pro reprodukéni medicinu (ASRM - the
American Society for Reproductive Me-
dicine) prestala v roce 2019 tuto me-
todu povaZovat za experimentdlni [10].
Vyhodou metody je, Ze neni zavisla na
menstruaénim cyklu ani pfitomnosti
partnera a umoznuje provedeni bezpro-
stfedné pred zahdjenim gonadotoxické
[é¢by [11]. Navzdory svym Uspéchlm
se metoda potyka s problémy. Hlavnimi

problémy zUstdva ztrata folikulQ, oxi-
dacni a ischemické poskozeni [12]. U pa-
cientll s akutni leukemii se OTC nedo-
porucuje kvdli riziku pfenosu malignich
bunék [13,14]. Transplantovand tkan ma
navic omezenou Zivotnost a nékdy vyza-
duje opakované transplantace [15].

Fyziologie a morfologie ovaria,
vyznam primordialnich folikula
Ovarium je parovy organ Zenského re-
produkéniho systému s hlavnimi funk-
cemi gametogeneze (produkce oocytl)
a endokrinni funkci (hormonalni se-
krece). Nachazi se v panevni dutiné, kde
se jeho struktura i funkce béhem men-
struacniho cyklu a reprodukéniho Zivota
meéni [16,17].

Z histologického hlediska se ovarium
sklada z kortexu, ktery obsahuje foli-
kuly v riznych vyvojovych stadiich, oo-
cyty a podplrné bunky, a z meduly ob-
sahujici krevni a lymfatické cévy, nervy
a vazivo. Povrch ovaria tvofi jedno-
vrstevny kubicky epitel kryty tunica
albuginea [18,19].

Folikulogeneze

Folikulogeneze je slozity proces vy-
voje folikult od klidovych primordial-
nich folikul( az po zralé Graafovy foli-
kuly schopné ovulace. Proces se déli na
preantralni fazi fizenou lokalnimi auto-
krinnimi a parakrinnimi ristovymi fak-
tory nezavislymi na gonadotropinech,
a antrdlni fazi, v niz pdsobi gonadotro-
piny (FSH - folikulostimulaéni hormon,
LH - luteiniza¢ni hormon) a rlistové fak-
tory spole¢né [20,21].

Primordidlni folikuly jsou zakladni
neobnovitelnou zasobou folikull tvo-
fenou oocytem zastavenym v profazi
I meidzy, obklopenym jednou vrstvou
plochych pregranuléznich bunék. Tyto
folikuly vétsinu zivota zlstavaji v klido-
vém stavu a jejich pocet predstavuje za-
sadni faktor urcujici reproduk¢ni poten-
cial zeny [22,23].

Primérni folikul obsahuje oocyt ob-
klopeny jednovrstevnou vrstvou kubic-
kych granulézovych bunék a je obalen

zona pellucida - glykoproteinovou vrst-
vou dulezitou pro fertilizaci [24,25].
Sekundarni folikul vykazuje vicevrstev-
nou granulézovou strukturu a vznika
obal theky. Jeho vyvoj je fizen rdsto-
vymi faktory produkovanymi oocytem
a okolnimi burikami. Antralni folikul se
vyznacuje vznikem tekutinou naplné-
ného antra, které vytvaii vhodné pro-
stfedi pro metabolickou a signdlni pod-
poru oocytu, ktery je uloZzen v cumulus
oophorus [26]. Graafovy folikuly pred-
stavuji zralé velké folikuly (18-25mm),
které pod vlivem LH dokoncuji meidzu |
a uvoliuji sekundarni oocyt pfi ovu-
laci. Mezi nimi se rozlisuji zdravé fo-
likuly, které rostou a diferencuji se,
a atretické, které podléhaji apoptédze
(obr. 1) [27-29].

Metody kryokonzervace

ovarialni tkané

Pomalé mrazeni (slow-freezing) je
v soucasnosti nejCastéji pouzivanou
metodou pro kryokonzervaci ovarialni
tkdné. Vyuziva fizené ochlazovéni po-
moci programovatelného mraziciho za-
fizeni, které podporuje tvorbu ledovych
krystall prevazné v extracelularnim pro-
storu. Tim dochazi ke zvyseni osmolality
avystupu vody z bunék, ¢imz se minima-
lizuje riziko intracelularni krystalizace —
hlavni pficiny poskozeni bunék pfi rych-
I[ém zamrazeni. Pili$ pomalé ochlazovani
vsak mize zpUsobit dehydrataci a osmo-
ticky stres, coz mize negativné ovlivnit
folikuldrni struktury. Moderni protokoly
se proto snazi vyvazit ochranné a to-
xické ucinky pomoci optimalizovanych
chladicich krivek a kombinaci permeac-
nich a nepermeacnich kryoprotektiv-
nich latek [30-32].

Vitrifikace je alternativni metoda za-
lozend na ultrarychlém ochlazeni a vy-
soké koncentraci kryoprotektivnich
latek, které umoznuji pfechod do sklo-
vitého (amorfniho) stavu bez tvorby
krystalG. Vyzaduje presné a rychlé pro-
vedeni — pfi zpomaleni hrozi vznik krys-
talCi a poskozeni bunék. Uspésnost vitri-
fikace |ze posoudit podle ¢irého vzhledu
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A The ovarian structural pattern diagram
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Obr. 1. Schéma struktury ovaria a vyvoje folikuld [23].

A) Folikuly v rdiznych vyvojovych stadiich tvofi zdkladni strukturdlni a funkéni jednotku vaje¢niku. Primordidlni folikuly se na-
chézeji hlavné v kufe, rostouci folikuly se nachézeji hlavné v dieni. Cévni systém ovaria zdsobuje vaje¢nikovou tkan a folikuly
Zivinami, pficemz cévni systém kolem kazdého folikulu je relativné nezavisly.

B) Vyvoj primordiélnich folikul( do primérnich folikul( je nezavisly na gonadotropinech, tento proces se nazyva aktivace pri-
mordidlnich folikulG. Proces od vyvoje primarnich folikuld po ovulaci je faze zavisla na gonadotropinech. Proces vyvoje pri-
marnich folikult do preantralnich folikuld se nazyva cyklicky nabor a je to faze reakce na FSH. Antrélni folikuly ovuluji pod sti-
mulaci LH. Po ovulaci se granulézni burky luteinizuji a tvofi zluté télisko.

Fig. 1. Diagram of the structure of the ovary and follicle development [23].

A) Follicles at various developmental stages represent the fundamental structural and functional units of the ovary.

Primordial follicles are primarily located in the ovarian cortex, while growing follicles are mainly found in the medulla. The ovarian
vascular system supplies nutrients to the ovarian tissue and follicles, with the vasculature surrounding each follicle being relatively
independent.

B) The development of primordial follicles into primary follicles is independent of gonadotropins and is referred to as primordial
follicle activation. The progression from primary follicles to ovulation constitutes the gonadotropin-dependent phase. The growth
from primary to preantral follicles is known as cyclic recruitment and represents the FSH-responsive phase. Antral follicles undergo
ovulation under LH stimulation. Following ovulation, granulosa cells undergo luteinization and form the corpus luteum.
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vzorku, zakaleni znaci ptitomnost ledu.
Mensi objem tkané snizuje riziko krysta-
lizace. | pfes technickou dostupnost viak
chybi standardizovany vitrifikacni proto-
kol pro ovarialni tkan, coz omezuje jeji
Sirsi vyuziti [33,34].

Soubor pacientek

V obdobi od dubna 2022 do prosince
2024 probihala na Porodnicko-gyneko-
logické klinice Fakultni nemocnice Olo-
mouc (FNOL) studie zamérend na ana-
lyzu ovarialni tkané u Sesti transgender
osob, které byly pfi narozeni pfifazeny
jako Zeny (AFAB - assigned female at
birth). Uc¢astnice studie byly ve véku
19-25 let, s prdmérnym vékem 21,7 rok{
a podstoupily chirurgickou zménu po-
hlavi (bilateralni ovariektomii).

Vsechny pacientky byly dlouho-
dobé léc¢eny hormondlni terapii s an-
drogeny (Sustanon 500 mg i.m. 1krat za
2-4 tydny po dobu 12-36 mésicu). Pro-
vadéni chirurgické zmény pohlavi bylo
mozné pouze na zdkladé souhlasného
stanoviska odborné komise Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky pro pro-
vadéni zmén pohlavi u transsexualnich
pacientQ.

Pacientky poskytly informovany sou-
hlas nejen s provedenim operace, ale
také se zpracovanim a vyuzitim ode-
brané ovaridlni tkané pro vyzkumné
Ucely. V ramci studie byly realizovany
jednotlivé faze - odbér, zpracovani,
kryokonzervace, rozmrazeni a his-
topatologické zhodnoceni ovaridlni
tkané.

Metodika a material
Chirurgicky odbér

U véech pacientek bylo pfed samotnym
odbérem ovarialni tkdné provedeno la-
boratorni vysetieni infekénich markert
sexudlné pfenosnych onemocnéni (anti-
-HIV 1 a 2, HIV p24, HBsAg, anti-HBc,
anti-HCV, syfilis) v souladu se standardy
biologické bezpecnostia pfislusnymi po-
Zadavky vyplyvajicimi ze zakona o spe-
cifickych zdravotnich sluzbach a prova-
décich predpist pro oblast asistované

reprodukce. Tato vysetfeni jsou ne-
zbytna pred uloZzenim biologického
materialu do kapalného dusiku s cilem
minimalizovat riziko kontaminace a pre-
nosu infekce mezi vzorky uchovavanymi
v Dewarovych nadobach.

Chirurgicky odbér ovaridlni tkdné
byl nasledné realizovan v rdmci laparo-
skopické hysterektomie s oboustran-
nou adnexektomii provadéné na Gy-
nekologicko-porodnické klinice FNOL.
Operacni vykony probéhly podle stan-
dardnich protokold bez vyskytu perio-
peracnich komplikaci. Peropera¢né byla
resekovana ¢ast ovaridlni tkdné, kterd
byla okamzité pfenesena do studeného
manipula¢niho média G-MOPS (Vitro-
life, Svédsko) a transportovana k dal-
simu zpracovani do Centra asistované
reprodukce FNOL. Resekovana déloha
s adnexy byla odeslana k histopatologic-
kému vysetfeni na Ustav klinické mole-
kuldrni patologie FNOL [35,36].

Transport tkané

Ovaridlni tkdn je pred zpracovanim
transportovana ve predem pfiprave-
ném studeném médiu G-MOPS (Vit-
rolife, Svédsko), pfi teploté 4-8 °C ve
studeném izolovaném obalu. Veskerd
manipulace se tkani je provddéna ve ste-
rilnim prostredi za pouZiti sterilnich po-
mUcek a technik. Tento teplotni rozsah
je povazovan za bezpecny pro kratkodo-
bou prepravu tkané, obvykle do 48 hod,
bez vyznamného poskozeni folikuld.
Studie prokazaly, Ze transport ovaridlni
tkdné pfi 4-8 °C po dobu 24-48 hod
nemd negativni dopad na folikularni
aktivitu ani kvalitu tkané [37,38]. Trans-
port pfi této nizké teploté odpovida in-
dukované hypotermii, kterd snizuje me-
tabolickou aktivitu tkdné na minimum,
a tim chrani bunky pfed poskozenim.
Klinické zkusenosti z Danska a Némecka
dokumentuji Uspésné téhotenstvi po
transplantaci ovaridlni tkané, kterd byla
transportovana ve studeném prostiedi
po dobu 5-20 hod pred kryokonzervaci,
coz potvrzuje relativni odolnost tkané
vlci chladu béhem prepravy [38-40].

Vyhodou zavedeni této metody na
nasem pracovisti je to, Ze operacni za-
krok i nasledné laboratorni zpracovani
probihaji v ramci jedné kliniky, ¢imz je
doba transportu tkané ze salu do em-
bryologické laboratofe minimaini. To by
mélo pfispét k zachovani vysoké kvality
tkané a optimalizaci vysledk{ kryokon-
zervace a nasledné transplantace.

Zpracovani tkané

Zpracovani ovaridlni tkané by mélo byt
zahdjeno do 1 hod od jejiho odbéru,
aby byla zachovana maximalni Zivota-
schopnost folikulG. Veskerd disekce by
méla byt provadéna za sterilnich pod-
minek pfi teploté 4 °C. Po odbéru je
nutné tkan oplachnout ve studeném
manipula¢nim médiu G-MOPS (Vitrolife,
Svédsko) pro udrzeni optimalniho pH.
Bé&hem zpracovani je nutné tkan ucho-
véavat v chladném médiu a pravidelné ji
oplachovat, aby se zabranilo kontami-
naci krvi a zachovala se jeji kvalita. Po-
moci tupé disekce je nutné peclivé od-
délit kortex od meduly ovaria. Kortikalni
tkan by méla byt ddkladné ocisténa od
tukovych a dfenovych zbytkd (obr. 2)
a upravena do plochého tenkého platu
(obr. 3). Pomoci sterilniho skalpelu se
kortikalni plat nareze na Ctverce o veli-
kosti 5,0 x 5,0mm (obr. 4) nebo lamely
o rozmérech 2,0 x 0,5cm a maximalni
tloustce 1 mm. Veskerad tkan nevyu-
Zitd pro kryokonzervaci, prevazné dren
a také mensi ¢ast kortexu, byla odeslana
k histopatologickému vysetteni. Po do-
konceni zpracovani ovarialni tkané je za-
znamenan celkovy pocet ziskanych frag-
ment( kortikalni tkané, které jsou poté
pfipraveny pro proces kryokonzervace
metodou pomalého mrazeni.

Postup mrazeni

Pro zamraZeni metodou pomalého za-
mrazeni bylo pouzito médium Em-
bryo Freezing Pack, (Origio, Dansko),
které obsahuje 3 roztoky kryoprotek-
tiv. Pfed zahdjenim samotného procesu
mrazeni jsou pfedem pfipraveny zku-
mavky (CryoTubes) obsahujici 0,9 ml

352

Ceska Gynekol 2025; 90(5): 349-359




SROVNANI HISTOLOGICKE STRUKTURY KRYOKONZERVOVANE OVARIALNI TKANE METODOU POMALEHO ZAMRAZENI

kryokonzerva¢niho média (roztok ¢. 3),
které jsou nasledné umistény do lednice.
Vlastni kryokonzervace zacina ekvilib-
raci ovarialni tkané v kryokonzerva¢nim
roztoku ¢. 1 po dobu 5 min pfi poko-
jové teploté. Poté je tkan prenesena do

roztoku ¢. 2 na 10 min a nasledné do
roztoku ¢. 3, kde setrva po dobu 15 min.
Nasledné je tkan vlozena do pfipravené
zkumavky (CryoTube) s vychlazenym
roztokem ¢. 3 a doplnéna na celkovy
objem 1,8ml (obr. 5). Takto pfipravené

Obr. 2. Odstranéni tukové a medularni ¢asti.
Fig. 2. Removal of the fatty and medullary parts.

Obr. 3. Pfiprava tenkého platu kortexu po odstranéni tukové a meduldrni ¢asti.
Fig. 3. Preparation of a thin cortex slice after removal of the fatty and medullary

parts.

Obr. 4. Ctvereéky kortexu (5 x 5 mm) pFipraveny pro kryokonzervaci.
Fig. 4. Cortex squares (5 X 5 mm) prepared for cryopreservation.

vzorky jsou umistény na 30 min do led-
nice pii teploté 4 °C prfed naslednym
mrazenim.

Mrazici program

Nasledné jsou pfipravené vzorky ova-
rialni tkdné umistény do automatizova-
ného programovatelného mraziciho sys-
tému (Kryo-360, Planer, Velkd Britanie)
(obr. 6). Proces mrazeni je fizen pfesné de-
finovanym programem s nasleduijici tep-
lotni kiivkou (obr. 7): ochlazovani je zaha-
jeno rychlosti -2 °C/min do teploty -9 °C.
Po dosazeni této teploty nasleduje 5 min
ekvilibrace, po niz je proveden manualni
seeding (obr. 8). Poté dojde k setrvani
vzorku 5 min pfi této teploté. Dale ochla-
zovani pokracuje rychlosti —0,3 °C/min do
-40 °C, nasledné zrychleno na -10 °C/min
do konecné teploty -140 °C. Poté jsou
vzorky vyjmuty z pfistroje a rychle pre-
neseny do Dewarovy nadoby s kapal-
nym dusikem (-196 °C) pro dlouhodobé
skladovani.

Obr. 5. Pfesun ovarialni tkané
do zkumavek pro naslednou
kryokonzervaci.

Fig. 5. Transfer of ovarian tissue
to test tubes for subsequent
cryopreservation.

Ceska Gynekol 2025; 90(5): 349-359

353




SROVNANI HISTOLOGICKE STRUKTURY KRYOKONZERVOVANE OVARIALNI TKANE METODOU POMALEHO ZAMRAZENI

Obr. 6. Kryogenni zafizeni Planer Kryo 370 [41].
Fig. 6. Controlled freezing device Kryo 370 from Planer [41].

Temperature [*C)

L

00:00 00:15 00:30 0045 01:00 01:1% 01:30 01:.4% 0200
Timne {hhcmm)

Obr. 7. Teplotni kfivka procesu kryokonzervace (pomalé zamrazeni).
Fig. 7. Temperature curve of the cryopreservation process (slow-freezing).

Rozmrazeni

Rozmrazeni kryokonzervované ovarialni
tkané probiha podle standardizovaného
protokolu, ktery zahrnuje postupnou re-
hydrataci a odstranéni kryoprotektiv-
nich latek. Zkumavky s ovarialni tkani
jsou nejprve vyjmuty z kapalného du-
siku a ponechany pfi pokojové teploté
po dobu 5 s. Nasledné jsou umistény do
vodnilazné o teploté 37 °Cna 2 min, ¢imz

dochazi k fizenému rozmrazeni obsahu.
Poté je ovarialni tkan postupné prene-
sena do série rozmrazovacich roztoku
(Origio, Dansko) pti pokojové teploté:
nejprve do roztoku ¢. 1 po dobu 5 min,
nasledné do roztoku ¢. 2 opét po dobu
5 min, poté do roztoku ¢. 3 na 10 min
a nakonec do roztoku ¢. 4 bez ¢aso-
vého omezeni. Nasledné je tkan premis-
téna do manipula¢niho média G-MOPS

1N

Obr. 8. Provedeni manudlniho
seedingu.
Fig. 8. Performing manual seeding.

(Vitrolife, Svédsko) a ponechana zde
po dobu 10 min pred dalsi manipulaci.
V nasem pfipadé ovarialni tkan nebyla
pouzita k transplantaci, ale byla podro-
bena histopatologickému hodnoceni za
Ucelem posouzeni kvality procesu kryo-
konzervace a nésledného rozmrazeni.

Histologické zpracovani materialu
Ovaridlni tkan byla po odbéru fixovana
v 10% neutrdlné pufrovaném formalinu
po dobu 24 hod. Nasledné byly vzorky
standardné zpracovany a zality do pa-
rafinovych blok{i na Ustavu klinické mo-
lekularni patologie FNOL. Od kazdé pa-
cientky byly zpracovany vsechny zaslané
fragmenty, pricemz pro kazdy vajecnik
bylo pfipraveno 5-7 parafinovych blokd.
Stejny postup byl aplikovan i u vzorkd,
které byly po kryokonzervaci znovu roz-
mrazeny. Z kazdého bloku byly pfipra-
veny 4 um silné fezy, které byly obarveny
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hematoxylinem a eozinem (HE). Takto
pfipravené preparaty byly nasledné his-
tologicky zhodnoceny patologem a vza-
jemné porovnany. Pro histologické
zhodnoceni byl pouzit mikroskop Olym-
pus BX46.

Vysledky
Ve zpracovanych fragmentech pfeva-
Zovala kortikaIni oblast s pocetnym

S - - SR i5

Obr. 9a. Histologicky ez kortikalni tkdné vaje¢niku

pfed zamrazenim - primordialni folikl (barevni HE, 400x).
Fig. 9a. Histological section of ovarian cortical tissue before
cryopreservation — primordial follicle (HE staining, 400x).

HE — hematoxylin a eozin

zastoupenim dobfe zachovalych primor-
dialnich folikuld (obr. 9a, 9b). Méné ¢asto
byly ptitomny folikuly primarni (obr. 10a,
10b), nejméné cetné byly detekovany fo-
likuly sekundarni (obr. 11a, 11b). AntraIni
folikuly (obr. 12a-12c) byly zachyceny
pouze ojedinéle a prevazné ve formé
parcialnich fragment(.

Medularni oblast tvofila pfiblizné
10-30 % objemu hodnoceného

materidlu. Jeji zastoupeni bylo nizsi
u vzorkU zpracovanych ve formé tkano-
vych kostek, naopak vyssi u vzorkd pfi-
pravenych ve formé lamel.

Ve vzorcich znovu rozmrazené tkané
nebyly pozorovény vyrazné morfolo-
gické odchylky ve srovnani s tkani, ktera
neprosla procesem pomalého zamra-
Zeni. Mirné proséknuti az edém stromatu
kortikaIni oblasti mlze byt disledkem

j? N

Obr. 9b. Histologicky fez kortikalni tkané vajecniku

po zamrazeni — primordialni folikl (barevni HE, 400x).
Fig. 9b. Histological section of ovarian cortical tissue after
cryopreservation — primordial follicle (HE staining, 400x).

HE — hematoxylin a eozin

Obr. 10a. Histologicky fez kortikalni tkané vajecniku

pfed zamrazenim - primarni folikl (barevni HE, 200x).

Fig. 10a. Histological section of ovarian cortical tissue before
cryopreservation — primary follicle (HE staining, 200x).

HE — hematoxylin a eozin

Obr. 10b. Histologicky fez kortikalni tkané vaje¢niku

po zamrazeni — primarni folikl (barevni HE, 400x).

Fig. 10b. Histological section of ovarian cortical tissue after
cryopreservation — primary follicle (HE staining, 400x).

HE — hematoxylin a eozin
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Obr. 11a. Histologicky fez kortikalni tkané vajecniku pred

zamrazenim - sekundarni folikl (barevni HE, 200x). zamrazeni - sekundarni folikl (barevni HE, 200x).

Fig. 11a. Histological section of ovarian cortical tissue before  Fig. 11b. Histological section of ovarian cortical tissue after
cryopreservation — secondary follicle (HE staining, 200x). cryopreservation — secondary follicle (HE staining, 200x).
HE - hematoxylin a eozin HE — hematoxylin a eozin

Obr. 12a. Histologicky fez kortikalni tkané vajecniku pred Obr. 12b. Histologicky fez kortikalni tkané vaje¢niku po

zamrazenim - antralni folikl (barevni HE, 100x). zamrazeni - antralni folikl (barevni HE, 100x).

Fig. 12a. Histological section of ovarian cortical tissue before  Fig. 12b. Histological section of ovarian cortical tissue after
cryopreservation — antral follicle (HE staining, 100x). cryopreservation — antral follicle follicle (HE staining, 100x).
HE — hematoxylin a eozin HE — hematoxylin a eozin

Obr. 12c¢. Histolo-
gicky fez kortikalni
tkadné vajecniku
po zamrazeni -
antralni folikl
(barevni HE, 100x).
Fig. 12c. Histologi-
cal section of ovar-
* ian cortical tissue
after cryopreserva-
# tion - antral follicle
(HE staining, 100x).
HE - hematoxylin
aeozin

zpracovani pfi fixaci a krajeni, nelze viak
vyloucit ani vlivsamotné kryokonzervace
nasledného rozmrazeni. Tyto zmény vsak
nelze histologicky jednozna¢né odlisit.

Morfologie folikuld vsech vyvojovych
stadii (primordidlni, primarni, sekun-
darni) zlstala zachovana, jednotlivé
vrstvy folikuld byly dobfe rozlisitelné
a hodnotitelné.

V hodnocené ovaridlni tkani nebyly
pfitomny zadné nadorové struktury,
zndmky endometridzy ani jiné patolo-
gické zmény.
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Diskuze

Vysledky této studie ukazuji, ze kryo-
konzervace ovariélni tkdné metodou po-
malého mrazeni umoznuje zachovani
dobré morfologické integrity folikuld,
zejména primordidlnich, které tvofi kli-
¢ovou a nejpocetnéjsi folikularni popu-
laci v kortikalni ¢asti ovaria. Tato zjisténi
potvrzuji efektivitu metody pro ucho-
vani ovarialni tkané a podporuji jeji vyu-
Ziti v klinické praxi jako G¢inné strategie
zachovani plodnosti u vybranych skupin
pacientek.

Dominance primordialnich folikulG ve
vzorcich odpovida jejich fyziologickému
rozloZeni v ovarialni tkani mladych Zen
a potvrzuje spravnost odbérové a zpra-
covatelské techniky, kterd uprednost-
nuje zachyceni kortikdIni vrstvy. Ve
vsech hodnocenych vzorcich byla mor-
fologie primordidlnich, primarnich a se-
kundarnich folikuld zachovana, jednot-
livé bunécné vrstvy byly histologicky
rozliSitelné a nebyly patrné zndmky de-
generace, apoptozy ¢i ireverzibilniho
poskozeni. Pfitomnost téchto struk-
tur po kryokonzervaci a rozmrazeni od-
povida vysledkim dosavadnich studii,
které prokazuji vysokou odolnost pri-
mordidlnich folikul( vici chladovému
stresu a jejich schopnost prezit proces
zamrazeni [42].

Mirné edematdzni zmény v kortikal-
nim stromatu, pozorované u nékterych
vzorkd, mohou byt ¢astecné artefak-
tem fixace a parafinizace. Tyto zmény
jsou nicméné povazovany za reverzi-
bilni a nezhorsuji hodnotitelnost ani
kvalitu folikularni struktury. Podobné
nalezy byly popsany i v jinych studiich
zabyvajicich se histologickym hodno-
cenim zamrazené ovaridlni tkané [43].
Zachovani integrity stromatu je pfitom
dllezité nejen z hlediska podpory prezi-
vani folikuld, ale také pro revasularizaci
transplantatu a jeho funk¢ni integraci
v misté reimplantace.

Z hlediska technického zpracovani
tkdné bylo zjisténo, ze forma pfipravy
tkdné ma pfimy vliv na pomér zastou-
peni kortikdlni a medularni oblasti.

Zpracovani tkané do ctvercovych blokd
vede k vys$simu podilu kortexu, tedy
vrstvy s nejvyssi folikuldrni hustotou
a klinickym vyznamem. Oproti tomu la-
melarni fezy obsahuji vice meduly, ktera
je na folikuly chudsi. Toto pozorovani ma
vyznamny dopad na optimalizaci labo-
ratornich i opera¢nich postupd, jelikoz
vybér vhodného tvaru a tloustky prepa-
ratu muze zvysit efektivitu kryokonzer-
vace a nasledné transplantace.

Laparoskopicky odbér ovaridlni tkdné
predstavuje v soucasnosti standardni
pfistup k zachovani fertility u onkolo-
gickych pacientek, a to zejména v pfipa-
dech, kdy neni mozné provést fizenou
ovaridlni stimulaci a odbér oocytd -
u prepubertalnich divek nebo u pa-
cientek s potfebou urgentniho zaha-
jeni gonadotoxické lécby. Vyhodou
této metody je nejen jeji univerzalnost,
ale i fakt, ze odbér Ize provést neza-
visle na menstrua¢nim cyklu a bez nut-
nosti hormonalni pFipravy. Ve srovnani
s jinymi metodami nabizi transplan-
tace ovarialni tkdné také obnoveni en-
dogenni endokrinni funkce, coz je
vyznamné z hlediska celkové kva-
lity Zivota pacientek po onkologické
lécbé.

Vyznamnym pfinosem této prace je
detailni popsani celého procesu - od od-
béru pres laboratorni zpracovani az po
histopatologické vyhodnoceni - v rdmci
jednoho pracovisté. Kratka doba trans-
portu tkané a zachovani chladového fe-
tézce zvysuji pravdépodobnost zacho-
vani folikuldrni integrity a podporuji
kvalitu vysledné kryokonzervace.

Studie rovnéz ukazuje potencial vy-
uziti ovaridlni tkdné odebrané u tran-
sgender osob, které byly pti narozeni
pfifazeny jako zeny (AFAB). | pres dlou-
hodobou hormondlni terapii andro-
geny byly ve viech pfipadech nalezeny
dobfe zachovalé folikuly vsech vyvojo-
vych stadii.

Kryokonzervace ovaridlni tkdané me-
todou pomalého zmrazeni umoz-
fuje zachovani struktury folikull i cel-
kové histologické integrity tkané.

Vysledky podporuji pouziti této me-
tody nejen u onkologickych pacien-
tek, ale i u dalSich skupin, napfiklad
pacientek s genetickym rizikem pred-
¢asného ovariadlniho selhani. Optimali-
zace laboratornich protokol(l a standar-
dizace operacni techniky mohou déle
zvysit jeji klinickou efektivitu a bez-
pecnost. Zajisténi multidisciplinarni
spoluprdce mezi onkology, gyneko-
logy, embryology a patology bude kli-
¢em k Uuspésnému zaclenéni této me-
tody do Sirsi klinické praxe zachovani
fertility.

Zavér

Histologické hodnoceni potvrdilo, Ze
ovarialni tkan kryokonzervovand me-
todou pomalého zamrazeni si zacho-
vava dobrou morfologii folikul véetné
intaktni struktury. Vysledky dale uka-
zaly, Zze zpracovani tkané ve formé ¢tve-
reckd je lepsi pro zachovani vyssiho
podilu funkéné vyznamné kortikalni
oblasti.

Nepfitomnost patologickych struk-
tur potvrzuje vhodnost takto ucho-
vané tkané pro klinické vyuziti, zejména
v ramci autotransplantacnich strate-
gii fertilitni ochrany u onkologickych
pacientek.
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