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Souhrn

Heracek J, Sobotka V, Vozdova M, Rubes J,
Urban M, Grill R. Testikularni aneuploidie
spermii muZi s transverzalni 1ézi misni

Cil:

Stanovit pomoci fluorescen¢ni in situ hybri-
dizace frekvenci vyskytu numerickych abnor-
malit chromozomt X, Y, 13, 15, 16, 18,21 a 22
u spermii muzi s transverzalni 1ézi mi$ni. Vy-
sledky porovnat s frekvenci vyskytu aneuploi-
dii u kontrolni skupiny zdravych dobrovolni-
ki s normospermii.

Metoda:

Do studie jsme od roku 2010 do roku 2011
zafadili jedenact (vék 21-41 rokd, pramér
+ SEM: 36,2 + 11,9) muzu s anejakulaci po
transverzalni 1ézi mi$ni. Mikrochirurgickou
metodou jsme pacienttim odebrali testikuldrni
tkan se spermiemi, které jsme nasledné vyset-
fili pomoci fluorescencni in situ hybridizace.
Vysledky jsme porovnali s kontrolni skupinou
10 (vék 26-58 roki, pramér + SEM: 37,2 +
13,1) zdravych dobrovolnikd, u kterych analy-
za ejakulatu odebraného masturbaci prokdzala
normospermii.

Vysledky:

U muzii s poranénim michy jsme ze vzorki tes-
tikularnich tkani vysetfili celkem 2613 spermii.
V praméru jsme zjistili 2,95 % spermii disomic-
kych a 4,90 % spermii diploidnich pro sledova-
né chromozomy. Median byl 3,54, resp. 1,63,
coz ukazuje na zna¢nou interindividudlni vari-
abilitu ve frekvenci diploidnich spermii. U kaz-
dého zdravého dobrovolnika s normospermii
jsme vySetfili nejméné 5000 spermii. Nalezli
jsme 0,62 % spermii disomickych a 0,29 % di-
ploidnich (median 1,38, resp. 0,26) pro sledo-



vané chromozomy. Frekvence vyskytu chromo-
zomalné abnormalnich spermii byla u pacientt
s poranénim michy statisticky vyznamné vyssi
oproti kontrolni skupiné (p < 0,01).

Zavér:

Vysledky studie prokdzaly vysoky pocet sper-
mif s numerickymi chromozomaélnimi abe-
racemi u muzi s transverzalni 1ézi mi$ni
a potvrzuji nutnost preimplanta¢ni genetické
diagnostiky pfi asistované reprodukci u téchto
pacientti.

Kli¢ova slova:
fluorescen¢ni in situ hybridizace, odbér sper-
mii, aneuploidie, transverzalni 1éze misni.

Summary

Heracek J, Sobotka V, Vozdova M, Rubes J,
Urban M, Grill R. Testicular sperm aneu-
ploidy in men with spinal cord injury

Aim:

The aim of the study was to compare the frequen-
cy of numerical abnormalities for chromosomes
X, Y, 13,15, 16, 18, 21 and 22 in men with spinal
cord injury to aneuplodia frequency results in
normospermic control group of healthy volun-
teers using fluorescence in situ hybridization.

Method:

Eleven men (aged 21-41 years, average + SEM:
36.2 + 11.9) with anejaculation after transver-
sal spinal cord lesions were included into study

UvVOD

Kazdoro¢né v Ceské republice ptibyva okolo
300 pacientu s transverzalni 1ézi mi$ni (TLM).
Vice nez 60 % téchto drazt postihuje muze,
Casto ve velmi mladém véku.

Poruchu plodnosti u muzi s TLM zptsobuji
predev$im erektilni a ejakulatorni dysfunkce,
poskozend tvorba, dozravani a transport sper-
mif ve varlatech a nadvarlatech, infekce moco-
pohlavnich cest a hormonalni zmény. Kvalitu

between 2010 and 2011. Testicular tissue sam-
ples with sperms were obtained by microsurgi-
cal retrieval and subsequently analysed by fluo-
rescence in situ hybridization. The results were
compared with control group of 10 healthy
volunteers (aged 26-58 years, average + SEM:
37.2 £ 13.1) with proved normospermia from
ejaculate obtained by masturbation.

Results:

We examined 2613 sperms obtained from
testicular tissue in men with spinal cord in-
jury. We found on average 2.95 % of disomic
sperms and 4.90 % of diploid sperms for ob-
served chromosomes. Median was 3.54 and
1.63, resp., which shows a larger inter-indi-
vidual variability in diploid sperm frequency.
We examined at least 5000 sperms in each
normospermic volunteer. We found 0.62 % of
disomic sperms and 0.29 % of diploid sperms
(median 1.38 and 0.26, resp.) for observed
chromosomes. The frequency of numerical
chromosome aberrations was statistically sig-
nificantly higher in men with spinal cord inju-
ry compared with the control group (p < 0.01).

Conclusion:

The study results show high incidence of nu-
merical chromosome aberrations in men with
transversal spinal lesion and prove need for
genetic work up prior to assisted reproduction.

Key words:
fluorescence in situ hybridization, sperm re-
trieval, aneuploidy, spinal cord injury.

spermii ovliviiuji opakované infekce mocopo-
hlavniho traktu, technika vyprazdiiovani mo-
¢ového meéchyre, stagnace spermii v semen-
nych véccich pti anejakulaci, zvySend teplota
v $ourku, hormonalni zmény v ose hypotala-
mus-hypofyza-varle, protilatky proti spermiim
nebo vedlejsi ucinky trvalé medikace (1).

Rada vy$e zminénych vlivii mtze zhorsit
i genetickou kvalitu spermif - at jiz naru$enim
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integrity chromatinu spermii, nebo porucha-
mi spermatogeneze. Vysledkem mohou byt
numerické aberace chromozomt tzv. aneu-
ploidie, které mtzeme diagnostikovat pomo-
ci metody fluorescenc¢ni in situ hybridizace
(FISH), a stanovit tak frekvenci vyskytu chro-
mozomalné abnormalnich spermii (2).

Cilem prace bylo porovnat frekvence vy-
skytu aneuploidii chromozomu ve spermiich
v souboru muzti s TLM a u kontrolni skupiny
zdravych dobrovolnikd.

METODA

Soubor

Do studie jsme od roku 2010 do roku 2011
zafadili jedenact muzd s anejakulaci po TLM,
kterym jsme odebrali spermie mikrochirur-
gickou metodou z varlete v rdmci lécby ne-
plodnosti. Tabulka 1 shrnuje zakladni charak-
teristiku souboru.

Kontrolni skupinu tvorilo 10 zdravych dob-
rovolnika (vék 26-58 rokd, pramér + SEM:
37,2 £ 13,1), u kterych analyza ejakulatu ode-
braného masturbaci prokdzala normospermii.
Ejakulat jsme vysettili podle doporuceni Své-
tové zdravotnické organizace (3).

Do studie jsme nezaradili pacienty s akutni
infekei, zndmym endokrinnim onemocnénim,
jaterni poruchou, akutnim plicnim nebo led-
vinovym selhanim a anamnézou poranéni ze-
vniho genitélu.

Pacienti podepsali informovany souhlas
schvaleny Etickou komisi 3. lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze.

Obr. 1.

Fluorescencni in situ hybridizace na spermiich: signdly pro
chromozomy 21 (zeleny), 18 (modry), X (riZovy), 13 (Cerve-
ny)aY (Zluty)

Fig. 1.

Fluorescence in situ hybridization in sperms: signals for
chromosomes 21 (green), 18 (blue), X (pink), 13 (red) and
Y (vellow)

Chirurgicky odbér spermii

Pacienti s TLM podstoupili mikrochirurgicky
odbér spermii a tkdné varlete v ramci 1écby
neplodnosti metodou asistované reprodukce.
Biologicky materidl jsme odebirali metodou
M-TESE (microsurgical testicular sperm ex-
traction) podle Schlegela (4). Po ziskani sper-
mii pro asistovanou reprodukci jsme odebirali
biologicky material pro studii. Z mista, kde
jsme nalezli spermie, jsme odebrali vzorek tes-
tikularni tkané o velikosti 5 x 2 x 1 mm.

Cytogenetické vysetieni spermii

Tkan varlete jsme bezprostfedné po odbé-
ru otiskli na stfedni ¢ast podlozniho sklicka
na ter¢ik o praméru 10 mm. Skli¢ko jsme
nechali zaschnout pfi pokojové teploté a po
premisténi do boxu s odvlh¢ovacem jsme ho
pii teploté do -15 °C skladovali do zpraco-
vani metodou FISH. DNA spermii jsme de-
kondenzovali a denaturovali inkubaci v 1 M
NaOH. FISH jsme provedli ve dvou krocich,
nejprve se sondou MultiVysion™ PB specific-
kou pro chromozomy 13, 16, 18, 21 a 22 (Vy-
sis-Abbott, Abbott Park, IL, USA). Po vyhod-
noceni prvni ¢asti FISH nésledovala druhd
¢ast se sondami pro chromozomy X, Y a 15
(Vysis-Abbott). Fluorescenénim mikrosko-
pem (BX60, Olympus, Japonsko) vybavenym
potfebnymi fluorescenénimi filtry, fazovym
kontrastem a automatickym stolkem pro za-
znam soufadnic jsme vySetfili vSechny mor-
fologicky dobfe definované neprekryvajici
se spermie s bi¢ikem. Pouzili jsme hodnotici
kritéria podle Rubese et al. (5). Spermii jsme
hodnotili jako disomickou, pokud obsaho-



vala dva fluorescen¢ni signaly pro néktery
s vy$etfovanych chromozom stejné velikosti
oddélené mezerou nejméné o velikosti jedno-
ho signalu (obr. 1). Polohu kazdé hodnocené
spermie jsme zaznamenali v pocita¢i. Sper-
mie jsme znovu vyhledali a vyhodnotili pro
zbyvajici tfi chromozomy po druhém kole
FISH. Diploidni spermie mély zdvojené sig-
nély pro véechny chromozémy.

Statisticky rozbor

Demograficka a klinicka data pacientt jsme
zpracovali metodami popisné statistiky. Pro sta-
tistickou analyzu jsme pouzili neparametricky
Mannutv-Whitneyuv test, ktery jsme vyhodnoti-
li na 5% hladiné vyznamnosti s vyuzitim softwa-
ru SPSS, verze 18 pro Windows (SPSS, Chicago,
IL, USA). Pti zpracovani ¢lanku jsme se fidili
soucasnymi mezindrodnimi doporucenimi pro
publikaci vysledki observa¢nich studii (6).

Tab. 1. Zdkladni charakteristika souboru
Table 1. Baseline characteristic of the set

Zakladni charakteristika souboru

pocet pacientl 11

obdobf 9/2010-6/2011

vék v dobé vysetreni 36,3+ 11,9 (21-41) rokd
vék v dobé Urazu 30,1 +10,9 (18-32) roku
doba od Urazu pfi vysetfeni 6,2 + 7,3 (1-9) rokd
Uroven preruseni misniho 10krat kr¢ni, Tkrat dolnf
segmentu hrudni segment

VYSLEDKY

Vsechny muze jsme vySetfili nejméné 2 roky
po TLM, priimérnd doba od TLM do doby na-
$eho vySetfeni byla 6,2 + 7,3 roku. Pramérny
vék pacientii v dobé TLM byl 30,1 + 10,9 roku,
priamérny vék pacient v dobé naseho vysetre-
ni byl 36,3 + 11,9 roku.

Umuztis TLM jsme ze vzorka testikularnich
tkan{ vysetfili celkem 2613 spermii. Z tohoto

Tab. 2. Frekvence aneuploidii u muzi s transverzdini lézi miSni a u kontrol
Table 2. Aneuploidy frequency in men with transversal spinal lesion and in controls

Disomie Disomie . . =T . Abnormalni
autozomd sexchromozomdi Disomie celkem | Diploidni spermie T
muzi s TLM 245 1,22 3,67 1,63 531
2,94 0,00 2,94 2647 2941
197 157 3,54 0,39 4,33
043 043 0,85 1,71 2,56
3,27 1,09 4,36 2,18 7,64
0,67 1,33 2,00 0,00 2,00
147 0,00 147 147 294
2,57 147 4,04 1,10 551
1,39 0,00 1,39 0,46 1,85
4,48 0,00 4,48 1642 23,88
249 1,24 3,73 2,07 6,22
median 2,45 1,09 3,54 1,63 5,31
1. kvartil 1,39 0,00 147 0,46 2,56
3. kvartil 2,94 133 4,04 2,18 4,64
kontroly 0,36 0,18 0,53 044 0,98
0,31 0,14 045 0,21 0,66
0,35 021 0,55 0,23 0,78
061 0,17 0,78 0,39 1,18
0,28 0,27 0,55 0,26 0,81
047 0,26 0,74 0,27 1,01
0,33 0,07 0,40 0,23 0,63
017 013 0,30 0,26 0,55
044 1,08 1,52 0,18 1,70
0,29 0,10 0,39 041 0,80
median 0,34 0,17 0,54 0,26 0,80
1. kvartil 0,29 0,12 0,40 0,22 0,65
3. kvartil 0,45 0,27 0,75 0,40 1,05

TLM - transverzalni léze misni
TLM — transversal spinal lesion
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poctu byla 2,95 % spermii disomickych (me-
didn 3,54) a 4,90 % spermii diploidnich (medi-
an 1,63) pro sledované chromozomy. U zdra-
vych dobrovolniki jsme zjistili 0,62 % spermii
disomickych (median 0,54) a 0,29 % diploid-
nich (medidn 0,26) pro sledované chromozomy
(tab. 2). Frekvence vyskytu chromozomalné
abnormalnich spermii byla u pacientd s TLM
statisticky signifikantné vyssi oproti kontrolni
skupiné (p < 0,01). Zaznamenali jsme zna¢nou
interindividudlni variabilitu ve frekvenci sper-
mif s chromozomalnimi poruchami v rozsahu
1,85-29,41 %. Na této variabilité se vyznamné
podili frekvence diploidnich spermii (tab. 2).

DISKUSE

Po zavedeni intracytoplazmatické injekce sper-
mie (ICSI) a M-TESE do klinické praxe vyvstala
otazka genetické kvality spermii pouzivanych
pro asistovanou reprodukci. Vys$$i frekvence
vyskytu numerickych aberaci ¢asto nachdzime
v ejakulatu muza s abnormalnim spermiogra-
mem, u nositelti vrozenych chromozomalnich
poruch a ve spermiich ziskanych metodou
M-TESE (7, 8). Zvy$ené frekvence vyskytu cyto-
geneticky abnormalnich spermii byly zjistény
také u muza s neobstrukéni azoospermii (9-11).
Pri¢inou je pravdépodobné komplexni naruse-
ni meiotickych a spermatogenetickych procesii.
Meiotické poruchy jako defekty parovani ho-
molognich chromozomu a redukce rekombi-
nace mohou byt pfi¢inou vzniku aneuploidnich
gamet a pfi rozeznani kontrolnimi mechanismy
bunééného cyklu mohou zastavit maturaci a vést
koligo- azZ azoospermii (10). U neplodnych part
s abnormalnimi vysledky vysetfeni spermii me-
todou FISH byl zjistén sniZeny pocet otéhotnéni
a tspésnych implantaci embrya a zvySeny pocet
potrati pri asistované reprodukci (11, 12). Zvy-
$ené frekvence aneuploidii byly dokonce zjitény
i v testikularnich spermiich ziskanych od muza
po vazektomii (11). Tyto nalezy upozornuji na
zvySené riziko vzniku aneuploidnich embryi pri
vyuziti testikularnich spermii pro ICSI.

V soucasné dobé zname zékladni hladiny di-
somii pro jednotlivé chromozomy, které se pri
striktnich kritériich hodnoceni pohybuji v roz-
mezi 0,03-0,47 % (2, 5). V tomto intervalu se
pohybuje také frekvence vyskytu aneuploidii pro
jednotlivé chromozomy u nasi kontrolni skupiny.
Nasi pacienti po TLM maji statisticky vyznamné
vys$i frekvenci vyskytu aneuploidii, a to 5,8krat

pro autozomy a 2,9krat pro sex chromozomy.
Zvlasté zavazny je podstatné vyssi pocet diploid-
nich spermii (17krat), coz nasvéd¢uje zavazné-
mu narudeni spermiogeneze, zejména u dvou
muzi z vy$etfované skupiny. Specifickd situace
muzi s TLM prispiva k vyssi frekvenci vyskytu
aneuploidii ve spermiich, vy$si nez u obdobné
skupiny pacientd bez TLM, ktefi podstoupili
M-TESE a které Vozdova et al. vySetfovali stej-
nou metodikou (8). V této studii méli muzi frek-
venci disomii chromozomu 6krat vyssi oproti
kontrolni skupiné, zatimco u ndmi prezentované
skupiny je zvySeni 8,7krat. V odborném tisku na-
lezneme velmi mélo udaji, se kterymi miizeme
porovnat vysledky nasi prace. Qiu et al. vySetfili
spermie odebrané penilni vibra¢ni stimulaci od
18 muzii s TLM a zjistili 2,4krat vyssi frekvenci
aneuploidii pro vySetfované autozomy (13, 18
a 21) oproti kontrolni skupiné 16 pacienti s psy-
chogenni anejakulaci bez TLM (13). Vysled-
ky na$i studie, které prokdzaly podstatné vyssi
frekvenci vyskytu aneuploidif u spermii, mohla
ovlivnit skutecnost, Ze jsme sledovali vétsi pocet
autozomil. Naopak se shodujeme ve vyssi frek-
venci u sex chromozomt, kterou Qiu et al. na-
lezli 2,2krét vys$$i u muza s TLM oproti kontrolni
skupiné pacientt. Autofi této studie bohuzel ne-
sledovali diploidni spermie.

Vysledky cytogenetického vySetfeni sper-
mif mohou slouZit jako prognosticky ukazatel
vysledku IVF-ICSI (14), coz je patrné na in-
terindividudlni variabilité ve frekvenci aneu-
ploidii ve spermiich i z vysledka nasi skupiny
pacientti s TLM.

ZAVERY

Vysledky nasi studie potvrzuji dilezitost gene-
tického vySetfeni spermii u muzt s TLM pred
asistovanou reprodukci.

Mechanismy, které ovliviiuji vlastnosti sper-
mif muzi s TLM, jsou stéle nejasné, proto bude
nutné realizovat dalsi studie, které vyhodnoti
vliv nervového systému na tvorbu, pohyb a vy-
voj spermii i na slozeni biochemickych latek
vsemenné tekutiné. Vyzkum je tfeba zaméfit na
zmény spermatogeneze a vlastnosti spermif pfi
akutnim poranéni michy, v pribéhu spinalniho
$oku a v chronické fazi poranéni michy.

Vysoky vyskyt sexudlnich dysfunkci u muzi
s TLM poukazuje na potfebu aktivniho mezi-
oborového pristupu k této problematice, nejlé-
pe ve specializovanych centrech.
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