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leukocytl a to bud mikroskopicky po specifickém
obarveni, pfi kterém se pouZiva orthotoluidin ke
znaceni peroxidazy neutrofild nebo se leukocyty
znac¢i monoklonalni protilatkou anti CD45, coz je
specificky znak leukocytl. Ackoliv se tento typ ana-
lyzy jiz bézné provadi cytometricky, autofi Manualu
zminuji pouze mikroskopickou analyzu. Probihajici
zanét je mozné Zzjistit stanovenim koncentrace
prozanétlivych cytokinl (nejcastéji I1-8) v semindini
tekutiné ELISA metodou. Dalsim znakem imunit-
ni reakce je pritomnost protildtek proti spermiim.
V Manualu je zafazeny prlkaz antispermatickych
protilatek pomoci metody MAR (mixed antiglobulin
reaction), pfi které se na spermie, pokud jsou na
nich navazané protilatky, specificky navazi kulicky
znacené protilatkami proti IgA &i IgG protilatkam.
Obdobné se ke stanoven( protilatek pouZivaji i tzv.
immunobeads. Ve stejné sekci jsou zminéné i bio-
chemickeé testy zaméfené na produkty sekre¢nich
714z, napf. spektrofotometrické testy stanovujici pfi-
tomnost zinku v ejakulatu, ktery souvisf se sekre¢ni
aktivitou prostaty, méefeni koncentrace fruktézy
odrazejici sekreci semennych vackd a stanoveni
a-glukosidazy, kterd souvisi se sekre¢ni aktivitou
epididymis.

VYSETRENI SPERMII PRO
POKROCILE
(ADVANCED EXAMINATION)

Prevazné funkeni testy spermii zahrnuté do této
kapitoly Manualu jsou v soucasnosti vétsinou do-
stupné i v Ceskych laboratofich reprodukeni imu-
nologie nebo v IVF laboratofich. Zivotnost spermif
negativné ovliviuji kyslikové radikaly. Koncepce
oxida¢nf stresu byla poprvé popsana Helmutem
Siesem v roce 1985 (16). Radikaly se zvysené tvoff
u obéznich pacientl, kufakd, diabetikd, pacientd
s leukospermif ¢i varikokélou. Vy3si oxida¢ni stres je
davan do souvislosti s narlistem fragmentace DNA,
nevysvétlenymi potraty a idiopatickou infertilitou.
K méfeni oxidacniho stresu byla vyvinuta cela fada
metod. Manudl zahrnuje stanoven( oxidoreduk¢-
niho potenciadlu (ORP) pomoci systému MiOXSYS
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(male infertility oxidative system) a celkové anti-
oxida¢ni kapacity spermatu. Nové&jsi metody sta-
noveni oxida¢niho stresu, jako je luminometrie ¢i
stanoven( pufrovaci kapacity spermatu, zminény
nejsou (18). Rutinnf vysetfovani oxidacniho stresu
zatim neni v Doporucenich EAU doporucovano.
Kyslikové radikaly navozuji stav apoptdzy (fizené
bunécné smrti), kterd se projevuje mimo jiné zme-
nou struktury membrany a fragmentaci DNA. PFi
kapacitaci spermif a pozdéji pfi apoptdze dochazi
téZ k permeabilizaci akrozomu. Ke stanoveni po-
dilu spermii s permeabilizovanym akrozomem je
mozné pouZzit fluorescentné znacené protildtky
proti intraakrozomalnim proteinlim a tyto spermie
je poté mozné detekovat bud mikroskopicky nebo
prdtokovou cytometrii. Prvni zplsob se pouziva
vice v embryologickych laboratofich a je uveden
v Manualu, druhy spise v imunologickych labora-
tofich a v Manualu chyb.

PRIPRAVA, SEPARACE
A KRYOPREZERVACE SPERMII

Manual zahrnuje také postupy separace spermif
pfed pouzitim k in vitro oplozeni. Kromé starsich
technik (swim-up) nové zminuje i techniku MACS
(Magnetic-Activated Cell Sorting), pfi které jsou ze
vzorku spermif odstranény z ejakuldtu apoptotické
spermie. Ke vzorku spermif se pridaji ferromagne-
tické kulicky s navazanym annexinem, ktery se vaze
na povrch apoptotickych spermif. V magnetickém
poli jsou tyto apoptotické spermie zachyceny a Zivé
spermie (obsahujici ve vétsi mife neporusenou
DNA) jsou separovany do jiné zkumavky. Dle vy-
sledkd analyzy Cochrane institutu viak nebyla pro-
kdzana vyssi Uspésnost cykll IVF po pouZiti tohoto
typu separace v porovnani s jinymi technikami (19).
Predpoklada se viak, Ze by z téchto metod mohli
profitovat muzi s vysokym DFI.

V kapitole vénované zamrazovani spermif je
popsan nejen postup zamrazeni v rlznych typech
médii ¢&i pomoci vitrifikace (20). Podstatou této me-
tody je ultrarychlé zamrazeni malého objemu sper-
matu s vyuzitim tekutého dusiku s cilem dosdhnout
minimalizace tvorby ledovych krystall a osmo-



