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Abstract

Male infertility is the cause of couples’ infertility in about 50% of cases. Current recommendations on the diagnosis and treatment of
male infertility advance thorough medical history taking and physical examination, to provide the basis for further genetic evaluation.
The extent of genetic testing itself depends on the semen analysis results, which allow the risk of inheritance of chromosomal aberrations
to be determined and the root causes of habitual miscarriages to be explained.

In azoospermia, once the type of microdeletion has been identified, a decision can be made as to whether a testicular biopsy is required

to obtain sperm for the artificial reproductive technology (ART) procedure.
The physical examination, genetic interview, and hormonal results are helpful in deciding which genetic tests to perform.
Our research facilitates genetic testing in the diagnosis of male infertility. (Endokrynol Pol 2020; 71 (6): 561-566)
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Introduction

According to the World Health Organisation (WHO),
around 60—80 million couples worldwide are affected
by infertility, which is diagnosed after one year of un-
protected sex. About 10—15% of couples of childbearing
age (approx. 1.5 million couples) experience fertility
problems. Unfortunately, the number of couples who
are trying to conceive and are unsuccessful is still
growing.

Current guidelines for the diagnosis and treatment
of infertility have been developed by the European
Academy of Andrology (EAA) and the European As-
sociation of Urology (EAU), and genetic diagnostics
hold a very important place in them [1].

Infertility — prognostic factors

According to these guidelines, the most important
single factor determining a couple’s fertility is the
woman'’s age. When consulting a man, the age of their
partner should be noted in the documentation. The
fertility potential of a 38-year-old woman compared to
a 25-year-old woman is only 25%.

In addition to the partner’s age and fertility status,
prognostic factors also include the duration of infertility,
the diagnosis of primary or secondary infertility, and semen
analysis. Primary infertility is when their partner has never
had a pregnancy. Secondary infertility is when a couple
already has offspring or has had miscarriages (Tab. 1).

Male infertility diagnosis is based on sperm analysis,
and men with infertility usually show oligozoospermia
(low sperm count, i.e. < 15 million/mL) or azoosper-
mia (complete absence of sperm) in semen analysis. If
the semen analysis results are abnormal, it should be
repeated after 2.5 months (the spermatogenesis cycle
usually lasts 74 days).

Table 1. Infertility prognostic factors

Male factor adverse

Infertility prognostic factors prognostic effect

Age of woman > 35 years

Oligozoospermia
(< 15 M/mL of sperm)

> 2 years

Semen analysis

Duration of infertility

Primary/secondary infertility Primary
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Diagnostic evaluation of a man
with infertility

The following should be carried out in men with in-
fertility:

— patient interview;

— physical examination;

— semen analysis;

— scrotal ultrasound,;

— hormonal tests;

— genetic counselling.

Interview with a man with infertility

The interview should take into account the following:
the age and fertility status of their partner, the dura-
tion of infertility, fathering children in one or more
relationship/s, the frequency of intercourse, erectile
dysfunction or premature ejaculation, medications be-
ing taken, illnesses (including surgery), and stimulants
(cigarettes, alcohol, and drugg).

Genetic interview

From the point of view of the genetic consultation,

information such as:

— the pedigree analysis or family history of diseases;

— the patient’s age as a future father and the age of
his partner;

— the occurrence of cryptorchidism (testicular descent
requires an adequate concentration of hormones
in utero: testosterone, dihydrotestosterone, and
growth hormone);

— pelvic or genital surgery (which may also indicate
a history of genital correction in childhood);

— sexual maturation (premature, delayed);

— the occurrence of neonatal deaths in the family (due
to possible chromosomal aberration or in the case
of unrecognised congenital adrenal hyperplasia
— a common genetic condition inherited in an au-
tosomal recessive manner);

— the presence of intellectual disability with or without
congenital defects in the family (possible chromo-
somal aberration in family member and a balanced
chromosomal translocation in our patient);

— the presence of male infertility in family (possible
monogenic cause of infertility in family);

— the occupational load (exposure to pesticides and
other chemicals).

The age of the man (future father)

The importance of a man’s age as the father of a child
is increasingly pointed out [2, 3]. Until recently, at-
tention was mainly focused on the woman’s age,
where the age of over 35 years is treated in genetics
as an independent risk factor increasing the likeli-
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hood of defects in a child caused by chromosomal
aberrations.

Numerous studies have recently appeared showing
the importance of a man’s age as a child’s father. The
increasing number of older man/younger woman cou-
ples allows us to conclude that older age of the father
increases the risk of certain diseases in the offspring,
such as achondroplasia, Apert, Noonan, and Costello
syndromes. Goriely and Wilkie in 2012 described pa-
ternal age effects (PAE) disorders, caused by de novo
autosomal dominant mutations in FGFR2, FGFR3, RET,
PTPN11, HRAS, and KRAS genes and recently identi-
fied the link between mutations in six newly associated
genes: BRAE, CBL, MAP2K1, MAP2K2, RAF1, and SOS1,
dysregulating the RAS-MAPK pathway and selfish
spermatogonial selection [4]. This term describes the
phenomenon of spontaneously arising mutations in
spermatogonia leading to clonal expansion that results
in elevated mutation levels in sperm. They showed that
such deleterious mutations have a repository in the
aging male germline [5].

It has also been demonstrated that advanced pater-
nal age (the age of over 45 years in men) predisposes to
a more frequent occurrence of autism and schizophre-
nia in a child [6-11].

Cryptorchidism is the most common congenital
malformation of the male genitalia. It is estimated that
about 1% of 1-year-old children have cryptorchidism,
which is currently considered as a part of testicular
dysgenesis syndrome (TDS). This means that testicular
failure results from a gonadal development disorder
caused by environmental and/or genetic factors in
early pregnancy.

Cryptorchidism is, therefore, a key symptom. At
present, early orchidopexy (i.e. surgery to move an un-
descended testicle into the scrotum) is recommended,
usually at around 6-18 months of age. The increased
temperature in the abdomen causes irreversible dam-
age to the testicles.

It has been proven that germ cell degeneration oc-
curs in undescended testes in the first year of life. In the
second year of life, the number of germ cells already
decreases. In bilateral cryptorchidism, the chances
of paternity decrease to 35—53%, while in unilateral
cryptorchidism, paternity rates are reduced by 11%.
Cryptorchidism may be accompanied by hypospadias,
reduced fertility, Leydig cell dysfunction, and an in-
creased risk of testicular germ cell tumour.

The physical examination

The physical examination of a male patient with in-
fertility may lead to a diagnosis of eunuchoid body
proportions and low testicular volume, which may be
indicative of Klinefelter syndrome. Poor development
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of some secondary male characteristics may point
to partial androgen insensitivity syndrome (PAIS).
Café-au-lait spots or patches may be a symptom of
congenital developmental disorders. A diminished or
absent sense of smell may suggest Kallmann syndrome.
Gynaecomastia is often a symptom of hypogonadism.

Semen analysis
Currently applicable standards for semen analysis
(WHO 2010) are presented in Table 2.
Oligozoospermia, which is alow sperm count of less
than 15 million per millilitre and/or less than 39 mil-
lion sperm per ejaculate, is common among men with
infertility problems. Oligoasthenoteratozoospermia
(OAT) is a condition in which there is an abnormally
low sperm count, poor sperm motility, and significant
abnormalities in sperm morphology.

Genetic testing in infertile men

The guidelines recommend the use of specific assays
to identify the presence of genetically determined dis-
orders in all couples with genetic abnormalities found
in clinical or genetic testing and whenever there is
an increased risk of genetic disease due to a positive
family history (Tab. 3).

Table 2. Lower reference limits (5" centiles, 95% Cls)
for semen characteristics

Parameter Lower reference limit (range)
Semen volume (mL) 1.5(1.4-1.7)

Total sperm count

(10%/ejaculate) 39 (33-46)

Sperm concentration (10%/mL) 15 (12-16)

Total motility (PR + NP) 40 (38-42)
Progressive motility (PR, %) 32 (31-34)

Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)

Sperm morphology 4(3.0-4.0)

(normal forms, %)

Cl — confidence interval; MAR — mixed antiglobulin reaction;
NP — non-progressive; PR — progressive

Table 3. Indications for genetic testing in men with infertility

Indication Tests
Aggrqvatgd anamnesis/physical Karyotype
examination

Sperm count < 10 million/mL Karyotype

Azoospermia (total absence of sperm) Karyotype, AZF, CFTR
CFTR mutation in partner CFTR

AZF — azoospermia factor; CFTR — the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator gene

Karyotype

The guidelines suggest karyotyping men with infertility

in the following clinical situations:

— a positive history and/or physical examination;

— a sperm count of less than 10 million/mL in semen
analysis;

— azoospermia (absence of sperm in the ejaculate) in
semen analysis.

The most common genetic defect found in men with
infertility is Klinefelter syndrome (47, XXY). Hormone
assays usually show hypergonadotropic hypogonad-
ism, which is associated with low levels of testosterone
and elevated levels of follicle-stimulating hormone
(FSH) and luteinising hormone (LH). However, in
many patients, testosterone levels may be at the lower
limit of normal or even in the middle of the normal
range. It is not always easy to diagnose Klinefelter
syndrome because it turns out that levels of FSH are
not always greatly elevated. In some patients with FSH
gene polymorphism, FSH levels may be moderately
elevated. Hence, analysis of FSH gene polymorphism
has recently been included as a recommendation for
some cases. It has been demonstrated that some FSH
receptor gene polymorphisms are associated with
an unfavourable prognostic condition for testicular
biopsy sperm retrieval.

In cytogenetic testing of testicular biopsies in pa-
tients with azoospermia, which has been performed
to collect sperm for artificial reproductive technology
(ART) procedures, some patients show mosaic patterns
in which the karyotype analysis of peripheral blood
leukocytes is normal, while the karyotype analysis of
cells obtained from testicular biopsies indicated Kline-
felter syndrome.

Long-term endocrine follow-up and androgen re-
placement therapy is recommended, where necessary,
in all patients diagnosed with Klinefelter syndrome.

The cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR)
Indications for determining CFTR gene mutation:
— azoospermia;
— structural abnormalities of the vas deferens (unilat-
eral or bilateral absence);
— CFTR mutation in partner.
If a mutation is detected in a patient, the presence
of a CFIR gene mutation should be excluded in their
partner.

Azoospermia factor (AZF)

Azoospermia factor microdeletions should be per-
formed on every patient with azoospermia, where
azoospermia should be found in 2 semen tests every
1-3 months.
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There is no need to determine microdeletion in men
with obstructive azoospermia (i.e. caused by an obstruc-
tion of the genital tract) if intracytoplasmic sperm injec-
tion (ICSI) is planned, because their spermatogenesis
should be normal, thus excluding AZE

Itisimportant to distinguish between obstructive azo-
ospermia and non-obstructive azoospermia because the
finding or suspicion of ejaculatory duct obstruction rules
out the necessity of determining AZF microdeletion.

Obstructive azoospermia (OA) is less common and
occurs in 15-20% of men with azoospermia. Obstruc-
tive azoospermia is characterised by:

— the absence of spermatozoa and spermatogenic cells
in the semen and post-ejaculatory urine (caused by
an obstruction);

— alow semen volume of less than 1.5 mL;

— normal levels of FSH;

— normal testicular volume in ultrasound (greater
than 15 mL);

— epididymal enlargement;

— at times, the congenital bilateral absence of the vas
deferens (CBAVD), where an obstruction at the
epididymis level is more common.

The prevailing cause of OA is epididymal obstruc-
tion, which affects 30—67% of men with azoospermia.
It can manifest itself as CBAVD when the ducts that
carry sperm away from the testes and towards the
penis fail to develop, which is associated with 82% of
CFTR gene mutations. It may sometimes result from
Young's syndrome, involving congenital epididymal
obstruction, as well as chronic sinus and respiratory
tract infections. Obstruction can also be acquired, which
is usually secondary to an acute infection (gonococci)
or a subclinical infection (chlamydia); trauma and post-
operative occlusion are less common causes.

The only therapeutic option for patients with
non-obstructive azoospermia (NOA), who have sper-
matozoa in their testicular biopsy, is intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) using fresh or cryopreserved
spermatozoa. Spermatozoa are retrieved using the
testicular sperm extraction (TESE) procedure in about
50% of patients with NOA.

The likelihood of sperm retrieval in patients with
complete AZFa and AZFb microdeletions is virtually
zero, which is why TESE procedures are, in this case,
contraindicated.

Male patients with Yq microdeletions (and their
partners) who are planning ICSI should be informed
that microdeletions (mainly AZFc) may be passed on to
their male, but not to their female, offspring.

The WES, WGS analysis

To date, numerous reports have provided evidence of
the usefulness of whole exome/genome sequencing
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in diagnosing male infertility. These techniques have
led to the identification of many causal or supposedly
causal genetic defects as mutation in ADGRG2, TEX11,
MCMS, MEIOB, MEI1, DMC1, DNAH6, MAGEB4, NPAS2,
PSMC3IP, SPINK2, STX?2, SYCE1, TAF4B, TDRD7, TDRDS,
TEX14, TEX15, XRCC2, ZMYND15, and others connected
with male infertility [12-14]. Recently Lu et al., by X-chro-
mosome whole exome sequencing (WES), demonstrated
the evidence of BCORLI role in spermatogenesis [15].

Algorithm of genetic diagnostics is presented in
Figure 1.

Genetic counselling regarding procedures
offered to men wanting to father a child

Parental knowledge on the factors affecting a child’s

health is increasing. The birth of a healthy child is also

determined by the health of their father. Preconception
health recommendations for men include the following:

1. Leading a healthy lifestyle. Men should be aware of
the risks of sperm DNA damage and avoid factors
that could contribute to it [16]. This involves:

— not smoking cigarettes. It has been shown that
cigarette smoking not only has a negative effect on
sperm morphology but also leads to sperm DNA
damage. Children of smoking fathers have a higher
risk of birth defects;

— limiting caffeine consumption. It has been dem-
onstrated that a large daily coffee intake of more
than 450 mg/d causes increased sperm aneuploidy
frequency;

— reducing alcohol intake. Less than 8 units per week
has no effect on male fertility, but more than 20 units
has adverse effects on sperm quality;

— refraining from taking medication that can ad-
versely affect spermatogenesis and cause sperm
DNA damage;

— the recommendation of semen cryopreservation
for men scheduled to receive chemotherapy or
radiation therapy;

— keeping fitand healthy and within a healthy weight
range (normal body mass index [BMI]: 20-25 kg/m?)
[16]. For example, obese men with a waist circum-
ference greater than 94 cm have been shown to
have sperm counts down by more than 50%, with
a higher incidence of sperm aneuploidy. However,
Bandel et al. revealed no association between BMI
and sperm DNA integrity [17]. Deep-fat frying was
considered a separate risk factor for sperm damage;

— avoiding overheating the testicles;

— avoid exposure to phthalates and other chemicals
in plastics (cosmetics);

— mobile phones. There are many studies on the effect
of cell phone use on male fertility although it is dif-
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Figure 1. Algorithm of genetic diagnostics in male infertility

ficult to document its directimpact on DNA damage
to sperm. The official guidelines state: “Impact on
sperm unconfirmed”;

— prevention and treatment of urogenital infections,
which are a fairly common cause of infertility and
miscarriages in their partner. They are often asymp-
tomatic, with the only sign being an abnormal sperm
test. A semen culture test is required to reveal an in-
fection. Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Chlamydia trachomatis, and Neisseria gonorrhoeae are
all considered common pathogens causing infertility;

— taking vitamins and supplements. It has been
demonstrated, for instance, that the combination
of vitamin C and E are the most effective antioxi-
dants in reducing DNA fragmentation, but the last
large-scale trials findings do not support the use of
folic acid and zinc supplementation by male part-
ners in the treatment of infertility [18-20].

2. Not delaying fatherhood. The higher the paternal
age, the greater the risk of offspring having certain
disorders (e.g. autism and schizophrenia).

3. A genetic consultation at the stage of planning
fatherhood in the event of any deviations found
during andrological diagnostics.

Conclusions

There is an increasing body of research on the impact
of aman’s health as a father on the health of their child.

In order for a healthy embryo (a healthy child) to arise,
the health of the future father must first be checked.
A clear connection has been demonstrated between
fathers with a high percentage of damaged sperm
in the DNA fragmentation index (DFI) and a higher
incidence of miscarriages and higher percentage of
birth defects. Finding the cause of this damage and
removing the causes increases the likelihood of having
a healthy baby. This also applies to assisted reproduc-
tion methods (ART).

Spreading knowledge among physicians and
raising awareness among patients about environ-
mental factors having a detrimental effect on fertility
is key.

Genetic diagnostics and counselling can contribute
to improving the health of children in society.
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Streszczenie

Nieptodno$¢ meska jest przyczyna nieplodnosci par w okoto 50% przypadkow. Zakres badan genetycznych zalezy przede wszystkim od
wyniku badania nasienia (seminogramu). Pozwala on na okreslenie ryzyka wystapienia aberracji chromosomowych u potomstwa oraz

czesto wyjaénienie przyczyn poronieii nawykowych.

U o0s6b z azoospermia (brak plemnikéw w nasieniu) badania genetyczne pozwalaja wyodrebni¢ grupe pacjentéw, ktérzy moga odniesé
korzyéci z biopsji jader (tzn. majacych szanse na znalezienie plemnikéw w bioptatach jader w warunkach sali operacyjnej).

Aktualne zalecenia dotycza diagnostyki i leczenia nieplodnosci meskiej przedstawiajq dokladnie sposéb przeprowadzania wywiadu
lekarskiego, badania przedmiotowego i diagnostyki obrazowej, bedacych podstawa do oceny genetycznej.

Znajomo$¢ rekomendacji andrologicznych pozwala na podjecie decyzji dotyczacych zakresu diagnostyki genetycznej. (Endokrynol Pol

2020; 71 (6): 567-572)

Stowa kluczowe: niepfodnos¢ meska; ocena genetyczna; badanie nasienia; rekomendacje genetyczne

Wprowadzenie

Wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO,
World Health Organization) okolo 60-80 mln par na
Swiecie dotknietych jest problemem nieplodnosci. Nie-
plodno$¢ u pary rozpoznaje sie po roku wspdlzycia bez
zabezpieczenia. Problem nieplodnosci dotyczy 10-15%
par w wieku rozrodczym (ok. 1,5 mIn par). Niestety,
ciagle roénie liczba par, ktére nie moga doczekac sie
potomstwa. U okolo 50% par przyczyna nieplodnosci
jest tak zwany czynnik meski.

Aktualne rekomendacje dotyczace diagnostyki
ileczenia nieplodnosci zostaly opracowane przez Euro-
pejska Akademie Andrologii (EAA, European Academy of
Andrology) i Europejskie Towarzystwo Urologiczne (EAU,
European Association of Urology). Diagnostyka genetyczna
zajmuje w tych zaleceniach bardzo wazne miejsce [1].

Nieptodno$¢ — czynniki prognostyczne

Wedlug rekomendacji EAA i EAU najwazniejszym,
pojedynczym czynnikiem warunkujacym plodnosé
pary jest wiek kobiety. Konsultujac mezczyzne, nalezy
odnotowaé¢ w dokumentacji wiek partnerki, pamieta-
jac przy tym, ze potencjal ptodnoéci kobiety 38-letniej
w poréwnaniu z kobietg 25-letnia wynosi zaledwie 25%.

Oproécz wieku partnerki i stanu jej plodnosci do
czynnikéw prognostycznych naleza réwniez: czas
trwania nieplodnosci, rozpoznanie nieplodnosci
pierwotnej czy wtérnej oraz wynik badania nasienia.
O nieplodnosci pierwotnej méwi sie, jesli partnerka
nigdy nie byla w cigzy. Nieplodnos¢ wtérna dotyczy
sytuacji, kiedy para ma juz potomstwo i partnerka nie
moze zaj$¢ w cigze lub kazda kolejna ciaza konczy sie
poronieniem (tab. 1).

M Anna Kutkowska-Kazmierczak M.D., PhD, Zaklad Genetyki Medycznej, Instytut Matki i Dziecka, Warszawa, Polska;

e-mail: anna.kutkowska@imid.med.pl
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Tabela 1. Czynniki prognostyczne nieptodnosci

Czynnik prognostyczny
Wiek kobiety

Niekorzystne rokowanie
> 35 lat

Oligozoospermia
(< 15 min plemnikéw/ml)

Badanie nasienia

Czas trwania nieptodnosci > 2 lata

Nieptodnos¢ pierwotna/wtérna Pierwotna

Rozpoznanie nieplodnosci meskiej opiera si¢ na
badaniu nasienia, u mezczyzn z nieplodnoscig zwykle
stwierdza sie oligozoospermie (malq liczbe plemnikéw,
tj. < 15mIn/ml) lub azoospermie (calkowity brak plem-
nikéw). Jedli wyniki analizy nasienia sa nieprawidtowe,
nalezy je powtdrzy¢ po okresie 2,5 miesigca (cykl sper-
matogenezy trwa ok. 74 dni).

Ocena diagnostyczna mezczyzny
z niepfodnoscia

U mezczyzny z nieplodnosciq zaleca sie przeprowadzi¢:
— wywiad z pacjentem;

— badanie przedmiotowe;

— badanie nasienia;

— USG moszny;

— badania hormonalne;

— badania genetyczne.

Wywiad z pacjentem

W wywiadzie nalezy uwzgledni¢: wiek i stan ptodnosci
partnerki, czas trwania nieplodnosci, ojcostwo w in-
nych zwiazkach, czestotliwos¢ wspoélzycia, zaburzenia
erekgji lub przedwczesny wytrysk, przyjmowane leki,
choroby (w tym zabiegi chirurgiczne), stosowane uzyw-
ki (papierosy, alkohol, narkotyki).

Wywiad genetyczny

Z perspektywy konsultacji genetycznej istotne sa in-

formacje, takie jak:

— analiza rodowodu lub rodzinna historia choréb;

— wiek pacjenta jako przysztego ojca i wiek jego
partnerki;

— wystepowanie wnetrostwa (proces zstepowania
jader wymaga odpowiedniego stezenia hormonéw
juz w czasie zycia plodowego: testosteronu, dihy-
drotestosteronu oraz hormonu wzrostu);

— przebyte operacje w obrebie miednicy lub narzadéw
plciowych (moze to réwniez wskazywacé na przeby-
ta korekcje narzadéw plciowych w dziecinstwie);

— przebieg dojrzewania plciowego (przedwczesne,
opodznione);

— wystepowanie zgonéw noworodkéw w rodzinie
(z powodu mozliwej aberracji chromosomowej lub
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w przypadku nierozpoznanego wrodzonego prze-
rostu kory nadnerczy — schorzenia genetycznego
dziedziczonego autosomalnie recesywnie);

— obecno$¢ niepelnosprawnoéci intelektualnej z wro-
dzonymi wadami lub bez wad w rodzinie (mozliwa
aberracja chromosomowa u czlonka rodziny i zréw-
nowazona translokacja chromosomowa u danego
pacjenta);

— wystepowanie nieplodnos$ci meskiej w rodzinie
(mozliwa monogenowa przyczyna nieplodnosci
w rodzinie);

— obcigzenie zawodowe (narazenie na pestycydy
iinne chemikalia).

Wiek mezczyzny (przyszlego ojca)

Coraz czesciej podkresla sie znaczenie wieku mezczy-
zny jako ojca dziecka [2, 3]. Do niedawna uwaga bada-
czy skupiala sie gtéwnie na kobiecie — wiek powyzej 35.
roku zycia traktowany jest w genetyce jako niezalezny
czynnik ryzyka zwiekszajacy prawdopodobienstwo
wystapienia wad wrodzonych i niepelnosprawnosci
intelektualnej u dziecka spowodowanych aberracjami
chromosomowymi.

Ostatnio pojawilo sie wiele badan wskazujacych na
znaczenie wieku mezczyzny jako ojca dziecka. Coraz
wieksza liczba par starszy mezczyzna/miodsza kobieta
pozwala wnioskowac¢, ze starszy wiek ojca zwieksza
ryzyko niektérych choréb u potomstwa, takich jak
achondroplazja, zespdt Aperta, zespét Noonan i zesp6l
Costello. Goriely i Wilkie w 2012 r. opisali zaburzenia
okreglane jako ojcowskie skutki wieku (PAE, paternal age
effects), wywolane przez mutacje de novo autosomalne
dominujace w genach FGFR2, FGFR3, RET, PTPN11,
HRAS i KRAS, a ostatnio zidentyfikowali zwigzek
miedzy mutacjami w szeéciu kolejnych genach BRAF,
CBL, MAP2K1, MAP2K2, RAF1 i SOS1, ktére rozregu-
lowuja szlak RAS-MAPK i selekcje spermatogonialna
[4]. Termin ten opisuje zjawisko spontanicznie po-
wstajacych mutacji w spermatogoniach prowadzacych
do ekspansji klonalnej, co skutkuje podwyzszonym
poziomem mutacji w plemnikach. Wykazano, ze takie
szkodliwe mutacje maja swoje repozytorium w sta-
rzejacej sie meskiej linii zarodkowej [5]. Stwierdzono
takze, ze bardziej zaawansowany wiek ojcowski
(> 45.roku zycia mezczyzny) predysponuje do czestsze-
go wystepowania autyzmu i schizofrenii u dziecka [6-11].

Whnetrostwo

Wnetrostwo, czyli niezstapienie jader, to najczest-
sza wrodzona wada rozwojowa meskich narzadéw
plciowych. Szacuje sie, ze okolo 1% dzieci w wieku
12 miesiecy ma wnetrostwo, ktdére jest obecnie uwa-
zane za cze$¢ zespolu dysgenezji jader (TDS, testicular
dysgenesis syndrome). Oznacza to, ze niewydolnosc jader
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jest skutkiem zaburzenia rozwoju gonad wywolanego
czynnikami §rodowiskowymi i/lub genetycznymi we
wczesnej cigzy.

Whnetrostwo lub przebycie operacji wnetrostwa jest
waznym czynnikiem potencjalnej nieplodnosci. Obec-
nie zaleca sie przeprowadzanie wczesnej orchidopeksji.
Operacja przeniesienia niezstapionego jadra do worka
mosznowego powinna odby¢ si¢ okolo 6.-18. miesigca
zycia. Temperatura w jamie brzusznej jest wyzsza niz
w worku mosznowym, co powoduje nieodwracalne
uszkodzenie jader. Udowodniono, ze juz w pierw-
szym roku zycia dziecka w niezstapionych jadrach
nastepuje zwyrodnienie komoérek zarodkowych, za$
w drugim roku zycia zmniejsza sie ich liczba. W przy-
padku obustronnego wnetrostwa szanse na ojcostwo
obnizaja sie do 35-53%, natomiast gdy wnetrostwo jest
jednostronne — o 11%. Wnetrostwu moga towarzy-
szy¢: spodziectwo, zmniejszona plodnos¢, dysfunkcja
komorek Leydiga oraz zwigkszone ryzyko wystapienia
guza zarodkowego jadra.

Badanie przedmiotowe

Badanie przedmiotowe mezczyzny z nieplodnoécia
moze prowadzi¢ do rozpoznania eunuchoidalnych
proporcji ciala i matej objetosci jader, co moze wska-
zywac na zespo6t Klinefeltera. Staby rozw6j niektérych
drugorzedowych cech meskich moze wskazywaé na
zespol czeSciowej niewrazliwosci na androgeny (PAIS,
partial androgen insensitivity syndrome). Plamy typu
café-au-lait sa objawem wystepujacym w wielu choro-
bach genetycznych. Oslabiony zmyst wechu lub jego
brak moze sugerowac zesp6t Kallmanna. Ginekomastia
jest czesto objawem hipogonadyzmu.

Badanie nasienia
Obecnie obowiazujace normy badania nasienia (WHO
2010) przedstawiono w tabeli 2.

U mezczyzn z nieplodnoscia czesto wystepuje
oligozoospermia, czyli zbyt mala liczba plemnikéw
(tzn. < 15 mIn/mli/lub < 39 mln/ejakulat). Czesto takze
stwierdza sie oligoastenoteratozoospermie (OAT, oligo-
asthenoteratozoospermia), czyli stan, w ktéorym wystepuje
zbyt mala liczba plemnikéw, ich ruchliwoé¢ jest niedo-
stateczna oraz zbyt malo jest plemnikéw o prawidlowe;
morfologii.

Badania genetyczne u mezZczyzny z nieptodnoscig
Rekomendacje zalecaja stosowanie okreslonych badan
w celu wykrycia obecnosci zaburzei uwarunkowanych
genetycznie u wszystkich par z nieprawidlowosciami
genetycznymi stwierdzonymi w badaniach klinicznych
lub genetycznych oraz wszedzie tam, gdzie istnieje
zwiekszone ryzyko choroby genetycznej z powodu
pozytywnego wywiadu rodzinnego (tab. 3).

Tabela 2. Dolna granica normy (5. centyl, 95-procentowy
przedziatu ufnosci) w badaniu nasienia

Dolna granica normy

Parametr (zakres dolnej granicy normy)
Objetos¢ nasienia [ml] 1,5(1,4-1,7)
Liczba plemnikéw w ejakulacie

[10¢/ejakulat] 39 (33-46)
Liczba plemnikéw w ml [108/ml] 15 (12-16)
Ruchliwo$¢ catkowita

(PR + NP) 40 (38-42)
Ruch postepowy (PR, %) 32 (31-34)
Zywotnosé

(% plemnikéw zywych) 58 (55-63)
Morfologia plemnikéw

(% plemnikéw o prawidiowe;j 4 (3,0-4,0)

budowie)

NP — ruch nieprogresywny; PR — ruch progresywny

Tabela 3. Wskazania do badaii genetycznych u mezZczyzny
z nieptodnoscig

Wskazanie Test
Obciazajacy wywiad/badanie fizykalne Kariotyp
Liczba plemnikéw < 10 min/ml Kariotyp

Azoospermia (brak plemnikéw w nasieniu) Kariotyp, AZF, CFTR
CFTR mutacja u partnerki CFTR

Kariotyp

Wytyczne sugerujg okreslenie kariotypu u mezczyzn

z nieplodnoscia w nastepujacych sytuacjach klinicz-

nych:

— pozytywny wywiad i/lub badanie fizykalne;

— w badaniu nasienia liczba plemnikéw ponizej
10 min/ml;

— azoospermia (brak plemnikéw w ejakulacie).
Najczestsza wada genetyczna stwierdzang u mez-
czyzn z nieplodnoscia jest zesp6l Klinefeltera (47,
XXY). W badaniach hormonalnych zwykle stwier-
dza sie hipogonadyzm hipergonadotropowy:
stezenie testosteronu jest niskie, stezenie hormonu
folikulotropowego (FSH, follicle-stimulating hormone)
i hormonu luteinizujacego (LH, luteinizing hormo-
ne) jest podwyzszone. Jednak u wielu pacjentéw
z zespolem Klinefeltera stezenie testosteronu moze
znajdowac sie na dolnej granicy normy lub nawet
w §rodku normy.

Nie zawsze diagnoza zespolu Klinefeltera jest
prosta. Stezenia FSH moga nie by¢ podwyzszone
u pacjentéw z polimorfizmem genu FSH, dlatego tez
w niektérych przypadkach jako zalecenie wigczono
analize polimorfizmu genu FSH. Wykazano bowiem, ze
niektore polimorfizmy genéw receptora FSH wigza sie
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z niekorzystnym rokowaniem co do uzyskania plem-
nikéw podczas biopsji jader. Badanie to pozwala wiec
unikng¢ niepotrzebnej procedury biopsyjne;j.

Ponadto okazalo sie, ze u niektérych pacjentéw
z azoospermig, ktérych przygotowywano do procedur
rozrodu wspomaganego (ART, artificial reproductive
technology), analiza kariotypu z komérek uzyskanych
podczas biopsiji jader wskazywala na zespél Klinefel-
tera, podczas gdy analiza kariotypu leukocytow krwi
obwodowej byla prawidlowa (tzw. mozaika).

U wszystkich pacjentéw z zespotem Klinefeltera
zaleca sie dlugoterminowa obserwacje endokrynolo-
giczna i zastepcza terapie androgenowa.

Wskazania do okreslenia mutacji genu CFTR
Wskazania do okreélenia mutacji genu CFTR obejmuja:
— azoospermie;
— nieprawidlowos$ci strukturalne nasieniowodu
(jednostronny lub obustronny brak nasieniowodu);
— obecnos¢ mutacji genu CFTR u partnerki.
W przypadku wykrycia mutacji genu CFTR u pa-
cjenta nalezy wykluczy¢ obecno$é mutacji w tym genie
u partnerki.

Mikrodelecje AZF

Badanie mikrodelecji AZF nalezy przeprowadzi¢ u kaz-
dego pacjenta z azoospermia, przy czym azoospermia
powinna by¢ stwierdzona w dwéch badaniach nasienia
wykonanych w odstepie 1-3 miesiecy.

Istotne jest, aby odr6zni¢ azoospermie obturacyjna
od nieobturacyjnej, poniewaz stwierdzenie niedrozno-
Sci przewodow wyprowadzajacych nasienie wyklucza
koniecznos$¢ okreslenia mikrodelecji AZE jesli planuje
sie docytoplazmatyczne wstrzykniecie plemnika (ICSI,
intracytoplasmic sperm injection).

U mezczyzn z azoospermig obturacyjna (tj. spo-
wodowang niedroznodcig drég wyprowadzajacych
nasienie) nie ma potrzeby badania w kierunku mikrode-
lecji AZE poniewaz spermatogeneza u tych pacjentéw
powinna by¢ prawidlowa.

Obturacyjna azoospermia (OA, obstructive azoosper-
mia) wystepuje u okolo 15-20% mezczyzn z azoosper-
mia. Azoospermia obturacyjna charakteryzuje sie:

— brakiem plemnikéw i komérek plemnikotwoérczych

w nasieniu i moczu po wytrysku;

— mala objetoscig nasienia (< 1,5 ml);

— prawidlowym (niepodwyzszonym) stezeniem FSH;

— prawidlowa objetoscia jader w USG (> 15 ml);

— powiekszeniem najadrza;

— niekiedy wrodzonym obustronnym brakiem nasie-
niowodu (CBAVD, bilateral absence of the vas deferens),

w ktérym niedrozno$¢ najadrzy jest czestsza.

Dominujacg przyczyng OA jest niedroznosc najadrzy,
ktéra dotyka 30-67% mezczyzn z azoospermia. Moze ob-
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jawiac sie jako CBAVD, gdy przewody wyprowadzajace
plemniki z jader i w kierunku pracia nie rozwijaja sie, co
wigze sie z 82% mutacji genu CFTR. Czasami moze to
wynikaé z zespolu Younga, obejmujacego wrodzona nie-
droznoé¢ najadrzy oraz przewlekle infekcje zatok i drég
oddechowych. Moze réwniez wystepowaé niedroznosé
nabyta, ktéra jest zwykle wtérna do ostrej infekgji (go-
nokoki) lub infekcji subklinicznej (chlamydia); rzadziej
wystepuja urazy czy okluzja pooperacyjna.

Jedyna opcja terapeutyczna dla pacjentéw z nie-
obturacyjna azoospermia (NOA, non-obstructive azo-
ospermia), u ktérych obecne sa plemniki w biopsji
jadra, jest procedura ICSI przy uzyciu $wiezych lub
kriokonserwowanych plemnikéw. Plemniki pobiera sie
za pomocg ekstrakcji plemnikow jadra (TESE, testicular
sperm extraction). W ten sposéb udaje sie je pozyskaé
u okolo 50% pacjentéw z NOA.

Prawdopodobienstwo znalezienia plemnikéw u pa-
cjentéw z kompletnymi mikrodelecjami AZFa i AZFb
jest praktycznie zerowe, dlatego zabiegi TESE sa w tym
przypadku niecelowe.

Mezczyzni z mikrodelecjami Yq (i ich partnerki),
ktérzy planuja ICSI, powinni by¢ poinformowani, ze
mikrodelecje (gtéwnie AZFc) moga by¢ przenoszone na
ich synéw, ale nie na potomstwo plci zefiskiej.

Analiza WES, WGS
Liczne doniesienia dostarczaja dowodoéw przydatnosci
sekwencjonowania catego eksomu/genomu w dia-
gnozowaniu nieplodnosci meskiej. Techniki te dopro-
wadzily do zidentyfikowania wielu patogennych lub
potencjalnie patogennych mutacji w takich genach, jak
m.in.: ADGRG2, TEX11, MCMS8, MEIOB, MEI1, DMC(C1,
DNAH6, MAGEB4, NPAS2, PSMC3IP, SPINK2, STX2,
SYCE1, TAF4B, TDRD7, TDRD9, TEX14, TEX15, XRCC2,
ZMYND15iinnych zwigzanych z nieplodnoscia meska
[12-14]. Ostatnio Lu iwsp. przez badanie caloeksomowe
(WES, whole exome sequencing) chromosomu X wykazali
role mutacji w genie BCORLI w spermatogenezie [15].
Na rycinie 1 przedstawiono algorytm diagnostyki
genetycznej.

Poradnictwo genetyczne dla pacjentéw
starajacych sie o dziecko — zalecenia
zdrowotne dla mezczyzn

Pary starajace sie o potomstwo maja coraz wieksza
wiedze na temat czynnikéw wplywajacych na zdrowie
dziecka. O narodzinach zdrowego dziecka decyduje
takze stan zdrowia jego ojca. Z tego powodu mezczyz-
ni powinni by¢ swiadomi ryzyka uszkodzenia DNA
plemnikéw i unika¢ czynnikéw, ktére moga sie do tego
przyczyni¢ [16]. Zalecenia zdrowotne dla mezczyzn
starajacych sie o dziecko obejmuja:
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Nieptodnosc

Badanie nasienia

Liczba plemnikéw Liczba plemnikéw

Azoospermia

< 10 min/ml > 10 min/ml
Kariotyp -
AZF Kariotyp \(/)\glaleznizzzl
CFTR Wyw

Rycina 1. Algorytm diagnostyki genetycznej u mezczyzny z nieplodnoscig

1. Prowadzenie zdrowego stylu zycia:
— niepalenie tytoniu — wykazano, ze palenie papiero-

— unikanie przegrzania jader;
— unikanie ekspozycji na ftalany i inne chemikalia

s6w nie tylko ma negatywny wplyw na morfologie
plemniko6w, ale takze prowadzi do uszkodzen DNA
plemnikéw. U dzieci ojcéw palacych papierosy
odsetek wad wrodzonych jest wiekszy;
ograniczenie spozycia kofeiny — wykazano, ze duze
dzienne spozycie kawy (powyzej 450 mg/d.) powodu-
je zwiekszona czestotliwos¢ aneuploidii plemnikéw;
zmniejszenie spozycia alkoholu — spozycie w ilo-
§ci mniejszej niz 8 jednostek tygodniowo nie ma
wplywu na plodnos$é mezczyzn, ale w ilosci prze-
kraczajacej 20 jednostek niekorzystnie wplywa na
jako$¢ nasienia;

powstrzymanie sie od przyjmowania lekéw moga-
cych niekorzystnie wplywaé na spermatogeneze
i powodowac uszkodzenia DNA plemnikéw;
zalecenie krioprezerwacji nasienia u mezczyzn
zakwalifikowanych do leczenia chemioterapeutycz-
nego lub radioterapeutycznego;

utrzymanie prawidlowej masy ciala [prawidlowy
wskaznik masy ciata (BMI, body mass index) wynosi
20-25 kg/m?] [16]. Wykazano, ze u otylych mez-
czyzn z obwodem talii wiekszym niz 94 cm liczba
plemnikow jest zmniejszona o ponad 50% i czesciej
wystepuje aneuploidia plemnikéw. Jednak Bandel
i wsp. nie potwierdzili zwigzku miedzy BMI a in-
tegralnosciag DNA plemnikéw [17]. Za oddzielny
czynnik ryzyka uszkodzenia plemnikéw uznano
réwniez smazenie na glebokim ttuszczu;

w tworzywach sztucznych (kosmetyki);

telefony komérkowe — istnieje wiele badan doty-
czacych wplywu uzywania telefonu komérkowego
na plodnosé¢ mezczyzn, jednak trudno jest udo-
kumentowac bezposredni wplyw na uszkodzenie
DNA plemnikéw. Oficjalne wytyczne wskazuja, Ze
wplyw na plemniki nie jest potwierdzony;
zapobieganie i leczenie infekcji ukladu moczo-
wo-plciowego, ktére sg dos¢é czesta przyczyna
nieptodnosci i poronien u partnerki. Czesto infek-
cje te u mezczyzny sa bezobjawowe, a jedynym
symptomem jest nieprawidlowy wynik badania
nasienia. Do wykrycia infekcji wykonuje sie posiew
nasienia. Za powszechne patogeny powodujace
nieplodnos¢ uznaje sie: Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis i Neisseria
gonorrhoae;

przyjmowanie witamin i suplementéw — wyka-
zano, ze witaminy C i E sg najskuteczniejszymi
przeciwutleniaczami i przyczyniajg sie do zmniej-
szania fragmentacji DNA. Ostatnie wyniki badan
nie potwierdzaja stosowania suplementacji kwasu
foliowego i cynku przez partneréw plci meskiej do
leczenia nieplodnosci [18-20].

. Planowanie ojcostwa — im bardziej zaawansowany

wiek ojca, tym wiegksze ryzyko, ze potomstwo
bedzie mialo okreslone zaburzenia (np. autyzm
i schizofrenie).
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3. Konsultacje genetyczna na etapie planowania
ojcostwa w przypadku jakichkolwiek odchylen
stwierdzonych podczas diagnostyki andrologiczne;j.

Podsumowanie

Istnieje coraz wiecej badan dotyczacych wplywu zdro-
wia mezczyzny jako ojca na zdrowie jego dziecka. Aby
zarodek (dziecko) byl zdrowy, nalezy najpierw spraw-
dzi¢ stan zdrowia przyszlego ojca. Wykazano wyrazny
zwigzek miedzy wysokim odsetkiem uszkodzonych
plemnikéw we wskaZniku fragmentacji DNA (DFI,
DNA fragmentation index) a wiekszg czestoScig poro-
nien i wiekszym odsetkiem wad wrodzonych u dzieci.
Znalezienie przyczyny tych uszkodzen i ich usuniecie
zwieksza prawdopodobiefistwo urodzenia zdrowego
dziecka przez partnerke. Dotyczy to réwniez metod
wspomaganego rozrodu (ART).
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Kluczowe znaczenie w poradnictwie genetycznym
ma szerzenie wiedzy wsrdd lekarzy i zwiekszanie
$wiadomosci pacjentéw na temat czynnikéw srodo-
wiskowych, ktére majg szkodliwy wplyw na ptodnosc.

Odpowiednia diagnostyka i poradnictwo genetycz-
ne moga przyczynié sie do poprawy stanu zdrowia
dzieci w spoleczenstwie.

Konflikt interesow
Autorzy o$wiadczaja, ze nie maja konfliktu intereséw.

Finansowanie
Brak finansowania.

Zatwierdzenie etyczne

Niniejszy artykul nie zawiera Zadnych badan z udzia-
tem ludzi lub zwierzat przeprowadzonych przez kto-
regokolwiek z autoréw.



