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Barwienie immunohistochemiczne na obecno$¢ biatka Ki67, markera proliferacji (brazowe zabarwienie jadra komérkowego sper-
matogonii), wykonane na skrawkach histologicznych jader szczuréw traktowanych lekami immunosupresyjnymi. Mikrofotografie
autorstwa dr n. med. Marty Grabowskiej, Zaktad Histologii i Biologii Rozwoju, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie.

Immunohistochemical staining for the presence of Ki67 protein, a marker of proliferation (brown nucleus staining of spermatogonia),
performed on histological sections of testis in rats treated with immunosuppressive drugs. Micrographs by PhD Marta Grabowska,
Department of Histology and Developmental Biology, Pomeranian Medical University in Szczecin.
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O CZASOPISMIE
ABOUT THE JOURNAL

Zaburzenia meskiego uktadu ptciowego dotycza oséb
w réznym wieku i w wiekszosci przypadkéw prowadza
do nieptodnosci, ktéra nabrata juz rangi choroby cywili-
zacyjnej. Najczesciej identyfikowanymi nieprawidtowo-
$ciami sa hipogonadyzm, zaburzenia seksualne, wady
rozwojowe narzadéw plciowych, nowotwory jader i pro-
staty. Ze wzgledu na specyficzne i coraz bardziej zanie-
czyszczone srodowisko antropogeniczne dotycza one
gtéwnie spoteczenstw rozwinietych, w tym réwniez
Polski, i stanowia istotny oraz narastajacy problem
medyczny, spoteczny, demograficzny, a takze zdrowia
publicznego. Nauka, ktéra zajmuje sie fizjologia i zabu-
rzeniami meskiego uktadu ptciowego w aspekcie nauk
podstawowych i klinicznych, to andrologia. Poniewaz
jest to mtoda dziedzina nauki, jeszcze do niedawna nie-
zadowalajacy stan wiedzy ograniczat mozliwosci diagno-
styki oraz leczenia zaburzen meskiego uktadu piciowego.
Jednak w ostatnich latach obserwuje sie niezwykle dyna-
miczny rozwdj andrologii, szczegdlnie molekularnej, spo-
wodowany wprowadzeniem nowych metod badawczych
z zakresu biochemii, biologii i genetyki molekularne;j.
Andrologia staje sie dziedzing interdyscyplinarna integru-
jaca wiedze z réznych dyscyplin medycznych i naukowych.
Informacje zwigzane z tymi zagadnieniami z trudem
docieraja do lekarzy i 0séb zainteresowanych w naszym
kraju, poniewaz jest niewiele literatury w jezyku polskim,
a wyktady wygtaszane podczas konferencji nie zawsze
wyczerpujaco wyjasniaja watpliwosci dotyczace m.in.
postepowania diagnostycznego, terapeutycznego, reko-
mendacji czy tez proponowanych algorytméw. Stad tez
potrzeba stworzenia czasopisma prezentujacego wiedze
andrologiczng lekarzom réznych specjalnosci, diagno-
stom laboratoryjnym i przedstawicielom nauk podstawo-
wych. Czasopismo ,,Postepy Andrologii Online” powstato
z inicjatywy Polskiego Towarzystwa Andrologicznego,
ktore zainteresowane jest integracja srodowiska oséb
zajmujacych sie réznymi aspektami meskiego uktadu
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plciowego, uzupelnieniem i poszerzeniem ich wiedzy,
a takze poprawa opieki zdrowotnej nad mezczyznami
w naszym kraju.

Celem czasopisma jest: 1) dostarczenie istotnych
informacji na temat fizjologii i patologii meskiego uktadu
plciowego, 2) propagowanie praktycznej wiedzy andro-
logicznej kierowanej do szerokich kregéw odbiorcéw,
3) wymiana pogladéw i opinii na temat zagadnien kli-
nicznych oraz wynikéw badan do§wiadczalnych oraz
4) przekazywanie informacji dotyczacych konferencji
i kurséw o tematyce andrologiczne;j.

Proponowana tematyka czasopisma to: 1) andrologia
kliniczna z uwzglednieniem etiopatogenezy, diagno-
stykiileczenia m.in. zaburzen rozwojowych, nieptod-
nosci i proceséw starzenia mezczyzn, 2) nowatorskie
metody diagnostyczne, 3) andrologia dos§wiadczalna
rozwijajaca sie w oparciu o nauki podstawowe oraz
4) inne interdyscyplinarne tematy zwigzane z dzie-
dzina andrologii.

Czasopismo kierowane jest do lekarzy specjalnosci
bezposrednio lub posrednio zwigzanych z andrologia,
m.in. urologéw, endokrynologéw, ginekologéw, pedia-
tréw, ale takze do lekarzy rodzinnych spotykajacych sie
z coraz czestszym problemem nieptodnosci partnerskiej
iproblemami starzejacych sie mezczyzn. Ponadto nasza
intencja jest zdobycie zainteresowania diagnostéw labo-
ratoryjnych odgrywajacych istotna role w prawidtowym
postepowaniu terapeutycznym opartym na szerokim
panelu testéw i badan, ktérych wdrozenie wcigz wymaga
odpowiednich i wyczerpujacych szkolen z diagnostyki
andrologicznej, w tym seminologicznej. Mamy nadzieje,
ze nasze czasopismo wzbudzi réwniez zainteresowanie
biologéw zajmujacych sie czynnoscia meskiego uktadu
plciowego w ramach nauk podstawowych, a takze lekarzy
weterynarii oraz innych oséb, ktére znajdg informacje
poszerzajace ich wiedze i ksztattujace opinie z zakresu
szeroko pojetych nauk andrologicznych.
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Zachecamy Panstwa do publikowania prac orygi-
nalnych, kazuistycznych i krétkich komunikatéw, jak
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Disorders of the male reproductive system relate to
people of different ages and in most cases lead to infer-
tility, which has already acquired a rank of a disease
associated with the progress of civilization. The most
frequently identified irregularities are hypogonadism,
sexual dysfunction, genital malformations, testicular or
prostate cancer. Due to the specific and increasingly pol-
luted anthropogenic environment they concern mainly
developed societies, including Poland, and are an impor-
tant and growing medical, social, demographic and public
health problem. A science that deals with the physiology
and with disorders of the male reproductive system in
terms of the basic and clinical science is andrology. As
this is a young field of science, until recently an unsatis-
factory state of knowledge limited the possibilities of the
diagnostics and treatment of the disorders of the male
reproductive system. However, in recent years there has
been a very dynamic development of andrology, espe-
cially in the molecular aspect, due to the introduction
of new methods of research in the field of biochemistry,
biology and molecular genetics. Andrology is becoming an
interdisciplinary field which integrates knowledge from
various medical and scientific disciplines. Information
related to these issues reach doctors and interested people
in our country with difficulty, because there is few publi-
cations in Polish. Lectures given during conferences also
do not always fully explain the doubts concerning diag-
nostic and therapeutic proceedings, recommendations
or proposed algorithms. Hence, the need for a journal
presenting the knowledge of andrology to the doctors of
various specialties, laboratory diagnosticians and repre-
sentatives of the basic science. The journal ,Progress in
Andrology Online” is an initiative of the Polish Society
of Andrology, which is interested in the integration of
people involved in different aspects of the male repro-
ductive system, supplement and broadening their knowl-
edge, as well as the improvement of health care for men
in our country.

The aim of the journal is: 1) to provide relevant
information about the physiology and pathology of the
male reproductive system, 2) the promotion of practical
andrological knowledge directed to broad audiences, 3) to
exchange views and opinions on issues of clinical and

experimental results, and 4) to provide information on
conferences and courses on the subject of andrology.

The proposed themes of the journal are: 1) clinical
andrology including etiopathogenesis, diagnostics and
treatment of developmental disorders, infertility and
men’s aging, 2) innovative diagnostic methods, 3) experi-
mental andrology developing on the basis of the basic
sciences and 4) other interdisciplinary topics related to
the field of andrology.

The journal is directed to physicians with specialty
directly or indirectly related to andrology, including
urologists, endocrinologists, gynecologists, pediatri-
cians, but also to family doctors facing the increasingly
common problem of couple infertility and problems of
aging men. Moreover, our intention is to get the interest
of laboratory diagnosticians playing an important role
in keeping the correct therapeutic proceedings, based
on a broad panel of tests and studies. Their implementa-
tion still requires proper and comprehensive training in
andrological diagnostics, including seminological one.

We hope that our magazine will also raise the interest
of biologists dealing with the functions of the male repro-
ductive system in the framework of basic sciences, as
well as veterinarians and others who will find informa-
tion expanding their knowledge and shaping opinion in
the range of broad sciences of andrology. We encourage
you to publish original papers, case reports and short
announcements, as well as review papers, worked out in
the concentrated, didactic and accessible form. In these
articles authors should present the current state of the
global knowledge as well as their own opinions. We want
the journal to act as an informer and a guide in the field
of andrology and become a forum for discussion. In addi-
tion, we invite you to publish articles that are transla-
tions of publications appearing in the English language,
which present significant progress in andrology.

Matgorzata Piasecka

Editor in chief

Jolanta Stowikowska-Hilczer
Vice-president

of Polish Society of Andrology



POSTEPY ANDROLOGII ONLINE, 2021, 8 (2), 6-15

Czasopismo Polskiego Towarzystwa Andrologicznego
Journal of Polish Society of Andrology

Postepy Andrologii Online PSR

Online
Advances in Andrology Online

POLSKIE TOWARZYSTWO

ANDROLOGICZNE http://www.postepyandrologii.pl

NEXT-GENERATION SEQUENCING
ANALYSIS IN MALE INFERTILITY
DIAGNOSTICS

Marzena Skrzypczak-Zielinska ®*, Monika Fraczek ®*
Institute of Human Genetics, Polish Academy of Sciences, Poznan, Poland

*Corresponding authors:

Marzena Skrzypczak-Zielinska, Institute of Human Genetics, Polish Academy of Sciences,
str. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan, Poland

tel.: +48 61 65 79 201, e-mail: marzena.skrzypczak-zielinska@igcz.poznan.pl

Monika Fraczek, Institute of Human Genetics, Polish Academy of Sciences, open
str. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan, Poland access
tel.: +48 61 6579 231, e-mail: monika.fraczek@igcz.poznan.pl

Otrzymano/received: 22.12.2021 r. « Zaakceptowano/accepted: 31.01.2022 r.
DOI: 10.26404/PA0O_2353-8791.2021.06

Marzena Skrzypczak-Zielinska — PhD, DSc, graduated from Biotechnology at the University
of Life Sciences in Poznan, Poland. After graduating, she was internship within the Leonardo da
Vinci Programme at the Institute of Human Genetics of the Leipzig University, where she also
finished her PhD study and received the doctor title of medical sciences. Since 2010, she has been
an assistant professor at the Institute of Human Genetics Polish Academy of Sciences in Poznan,
Poland. She authored and co-authored over 40 international scientific publications. Her research
focuses on human molecular genetics, pharmacogenetics, and microbiota analysis. Membership
in organizations: Polish Society of Human Genetics, Polish College of Laboratory Medicine, and National Chamber
of Laboratory Diagnosticians.

B Abstract

Genetic analyses are essential in determining the causes of reproductive failure in couples. Currently, hereditary factors are considered
responsible for at least 15% of male infertility cases. Karyotype analysis, along with Y-chromosome microdeletion screening and cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene mutation testing, has become the standard. Chromosome aberrations
occur in 7% of infertile men, 30 times more frequently than in the general population. The cause of male infertility is also microdele-
tions of the Y chromosome or aberrations and mutations of genes responsible for male sexual development, e.g., located in the Yp11.2

region, and CFTR gene mutations analysis is performed by patients with bilateral absence or obstruction of the vas deferens. However,

Access to articles is based on the License Creative Commons BY NC ND 3.0 Polska:
AT https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.pl
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in recent years, modern technologies have significantly increased the possibilities of genetics in diagnosing male infertility. Next-
generation sequencing (NGS) is one of them. It has many applications depending on the size and type of the analyzed sequence of genetic
material. In this article, we provide an overview of different next-generation sequencing applications, i.e., whole-genome sequencing
(WGS), whole exome sequencing (WES), gene panel (targeted) sequencing, RNA sequencing (RNA-Seq), epigenome sequencing as well
as metagenomic analysis of semen microbiota, in male infertility research and diagnostics. Through NGS studies, increased diagnostic
efficiency is observed, especially in men with nonobstructive azoospermia and idiopathic infertility, where the cause of the disorder
is a rare gene variant. Currently, the barrier to introducing next-generation sequencing into the routine diagnosis of male infertility
is primarily the amount of data generated and problems with their interpretation, and the indication of clinically relevant gene muta-
tions. An obstacle to developing the next-generation sequencing gene panel is the many genes involved and the participation of rare
variants in spermatogenesis. Nevertheless, we expect next-generation sequencing analyses to be the future of broadly understood
molecular and genetic diagnostics in infertility research. Shortly, they will probably completely replace the existing standard tools.

Keywords: male infertility, next generation sequencing (NGS), genetics, semen, microbiota

B Skréty / Abbreviations

AR — androgen receptor gene; AURKC — aurora kinase C gene; AZF — azoospermia factor; CBAVD - congenital bilateral absence of the
vas deferens; CF — cystic fibrosis; CFTR — cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene; CNVs — copy number variations;
DMRT1 - doublesex and mab-3 related transcription factor-1; DPY19L2 — Dpy-19 like 2; FSHB — follicle-stimulating hormone subunit beta
gene; FSHR - follicle-stimulating hormone receptor gene; GWAS — genome-wide association studies; KALI — Kallmann syndrome 1 gene;
KLHL10 - kelch-like family member 10 gene; IncRNA —long non-coding RNA; miRNAs — microRNA; mRNA — messenger RNA; NANOSI —
nanos C2HC-type zinc finger 1 gene; NGS — next-generation sequencing; NR5AI — nuclear receptor subfamily 5 group A member 1 gene;
PCR - polymerase chain reaction; PGD — preimplantation genetic diagnostics; piRNA — piwi-interacting RNA; rRNA - ribosomal RNA;
SEPT12 - septin 12 gene; siRNA — small-interfering RNA; SN'Vs - single nucleotide variants; SRY — sex determining region Y; SYCP3 —
synaptonemal complex protein 3 gene; TEX11 — testis expressed 11 gene; tRNA — transfer RNA; VUS — variants of uncertain significance;
WES — whole exome sequencing; WGS — whole genome sequencing

B ntroduction

In about half of the cases, the reproductive failure of
couples is of male origin. Male subfertility/infertility is
due to abnormalities in spermatogenesis leading to one or
a combination of low sperm count, poor sperm motility,
or abnormal morphology. The etiology of these various
pathological semen phenotypes is multifactorial and
still not fully understood. Currently, genetic factors
are detected in approximately 10-15% of male infertile
patients (Ambulkar et al., 2014). However, it can be seen,
as molecular biology advances, and new techniques are
developed, that genetic analysis becomes more and more
important in explaining the causes of male infertility.
Modern technologies open up new fields of research in
diagnostics. Next-generation sequencing (NGS) is one
such technology, which has revolutionized nearly every
area of biotechnology and medicine. NGS supports detec-
tion and understanding of genomics variations, disease
mechanisms, and immunity through numerous applica-
tions and the resulting data, which helps develop better
diagnostics and therapy. What are the benefits of NGS
in the diagnosis of male infertility? What applications of
the NGS technique are used in this field? What was the
genetic diagnostic of male infertility before the NGS era,
and what can we expect soon? This paper aims to answer
the above questions and provide an overview of NGS
analysis in male infertility research.

Male infertility genetic diagnostics before
the NGS era

So far, routinely applied genetic tests for diagnostic
purposes of male infertility include primarily karyo-
typing, Y-chromosome microdeletion screening, and
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene mutation testing. Detailed genetic diag-
nostic scheme in male infertility is presented in Figure 1.
Procedures for those tests are officially approved and
unified in guidelines of the European Association of
Urology, American Urologic Association, and American
Society of Reproductive Medicine (Jungwirth et al., 2019;
Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine, 2015; Schlegel et al., 2021).

B Karyotyping

In infertile men, the assessment of karyotype aberra-
tions was started in 1966 and after G-banding modifica-
tion remains a standard to date (Van Assche et al., 1996)
(Figure 2). A survey of pooled data from eleven publica-
tions, including 9,766 infertile men, demonstrated the
presence of chromosome aberrations in 5.8% (Johnson,
1998). Some results indicate those karyotype aberra-
tions occur with an even higher frequency of about
7-8% among infertile men, which is 20-30-times more
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Fig. 1. Male infertility genetic diagnostics scheme in pre- and NGS time. AR — androgen receptor gene; AURKC — aurora kinase C gene; CBAVD - congenital
bilateral absence of the vas deferens; CF — cystic fibrosis; CFTR — cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene; DPYI9L2 — Dpy-19 like 2; KALI -
Kallmann syndrome 1 gene; NGS — next-generation sequencing; WES — whole exome sequencing; WGS — whole genome sequencing (details in the text)
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Fig. 2. The main discoveries over time influencing the improvement of genetic diagnosis of male infertility. AZF — azoospermia factor; NGS — next-
generation sequencing; PCR - polymerase chain reaction; PGD - preimplantation genetic diagnostics

frequently than in the general population (Ravel et al,
2006). Chromosome abnormalities are divided into
numerical or structural and can affect both autosomes
(accounted for 4.2%) and sex chromosomes (for 1.5%)
(Krausz et al., 2015). The most commonly detected chro-
mosomal defect in infertile men with nonobstructive

azoospermia is Klinefelter syndrome, which contains
an aberrant supernumerary X chromosome 47,XXY in
the karyotype 80-90% of cases and its variants like
mosaic 47,XXY/46,XY. The remaining Klinefelter syn-
drome patients have karyotype 48,XXXY, 48,XXYY
(Bojesen et al., 2003). Another sex chromosome aberration
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is 46,XX male syndrome, known as de la Chappelle syn-
drome, occurring when Y chromosomal material with the
sex-determining region Y (SRY) gene is translocated onto
another, usually autosomal, chromosome. Karyotyping
also enables the detection of balanced or unbalanced
translocations, insertions, deletions, and inversions. It
is worth emphasizing that balanced structural chromo-
somal aberrations (inversions and translocations) are
more common in infertile men with oligozoospermia
(Krausz and Riera-Escamilla, 2018). On the other hand,
the conventional karyotyping is very laborious and
has a significant limitation, relatively poor resolution,
which enables the detection of aberration larger than
five megabases (Mb) (Van Assche et al., 1996; Pelzman
and Hwang, 2021).

B Y-chromosome microdeletion testing

The discovery of the polymerase chain reaction (PCR)
technique in 1983 and location of factors controlling
spermatogenesis allowed the extension of genetic diag-
nostics in male infertility by Y chromosome microde-
letions analysis (Figure 2). The defect in azoospermia
factor (CBAVD - congenital bilateral absence of the vas
deferens) regions containing three loci: AZFa, AZFb, and
AZFc occurs in 3% to 15% of men with non-obstruc-
tive azoospermia and in 6% to 8% of severely oligozoo-
spermic men depending on the patient selection criteria
and technique used, where heterogeneous AZFc region
deletions are the most common (Abur et al., 2019; Gunes
and Esteves, 2021). Y chromosome microdeletions rate
in the general population is 0.025%. According to the
European Academy of Andrology and European Molecular
Genetics Quality Network guidelines, the screening of
Y-chromosome microdeletions should include multiplex
PCR to analyze two sequence-tagged sites loci in each
region of the AZFa, AZFb, and AZFc regions (Krausz et
al., 2014). The recommended primer sets contain sY14
(SRY), ZEX/ZFY, sY84 and sY86 (AZFa), sY127 and sY134
(AZFD), and sY254 and sY255 (AZFc). The molecular
diagnosis using these methodology enables the detec-
tion of over 95% of the deletions sufficient for routine
screening (Krausz et al., 2014).

B crrr gene mutation testing

The third part of standard genetics tests in male infer-
tility refers to patients with bilateral absence or obstruc-
tion of the vas deferens and checking for mutations in
the CFTR gene located in chromosome 7 (7g31.2). CBAVD
accounts for 2-6% of male infertility individuals and up
to 25% of patients of obstructive azoospermia (Cui et
al., 2020). CFTR gene variants also lead to the onset of
cystic fibrosis (CF). The most common mutation of this
gene is p.F508del which results in impaired folding and

trafficking of the encoded protein. The frequency of dele-
tion p.F508 in patients with CBAVD in Europe ranges
from 35 to 74.6%, depending on the population (Cui
et al., 2020). The CFTR gene is relatively large, consisting
of 24 exons (OMIM 602421); hence sequence analysis is
often performed in stages or using screening methods.
A faster alternative is to use targeted sequencing with
NGS technology, as described in a separate section of
this manuscript.

From the observations so far it appears that com-
plete diagnostic work-up (including also genetic testing)
provides an explanation of the causes of male infertility
in about 60% up to 72% of primary testicular failure
cases (Krausz et al., 2015; Kothandaraman et al., 2016;
Cannarella et al., 2019). In other words, in the rest 40%
of the patients, the etiology remains unknown and is
referred to as idiopathic infertility. Therefore, numerous
patients do not know the underlying cause of their
disease. According to the data described below, the
detection of genetic factors can be increased using high-
throughput techniques for DNA and RNA analysis. Such
techniques include NGS and are most relevant to patients
with severe azoospermia possessing rare gene mutations.

B Next generation sequencing (NGS)

The first available NGS technology was released in 2005
and is based on the pyrosequencing method. Four other
NGS methodologies were developed within the next five
years that took over the market (Van Dijk et al., 2014).
NGS-based approaches have also quickly gained broad
applicability in medicine, from genetic diagnosis and
disease networks to drug discovery and pharmacog-
enomics (Chaitankar et al., 2016).

Recent reports based on studies using the NGS
method showed that the human genome is 200 000 base
pairs longer than the first human genome sequencing
data 20 years ago. This achievement was possible due
to the current technological possibilities, which fill gaps
in the genome reading containing challenged sequences,
such as repeat-rich telomeres. The Telomere-to-Telomere
(T2T) Consortium comprising 30 institutions indicated
that the human genome is just over 3.2 billion base pairs,
and they discovered about 115 new genes (Reardon, 2021).
The most extensive NGS equipment can sequence this
amount of DNA in about one day instead of 13 years as
it was the case in the first human genome sequencing
(started on October 1, 1990, and completed in April 2003;
Figure 2). Also, the cost has sharply decreased over the
20 years from about $ 100 million to just about $ 1,000
(data from the National Human Genome Research Institute,
https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/
DNA-Sequencing-Costs-Data). However, diagnostics will
certainly not be used for a long time from genome-wide
analysis due to the amount of data generated and the
requirement of enormous computing power resources
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for their analysis and interpretation. Genetic diagnostics
with the use of NGS is limited to selected more func-
tionally informative elements of the human genome like
protein-coding regions (exome), which is called whole
exome sequencing (WES), or sequences of selected genes
(targeted sequencing). Narrowing down the sequencing
target allows for more readings exclusively for regions
of interest (loci) (Figure 3).

Whole genome sequencing in male
infertility

Currently, the sequencing of entire genomes is most often
used in scientific research for genome-wide association
studies (GWAS) to select genes and single nucleotide
variants (SNVs) that significantly differentiate a group
of patients from healthy people. This NGS application
has enormous clinical potential to indicate the pos-
sible genetic cause of the occurrence of a given phe-
notype, in this case, male fertility disorder, without
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a prior hypothesis of genomic location (Aston, 2014).
From a genetic point of view, it can be concluded that
NGS, due to its high potential to discover unknown
gene variants, its flexibility, and no need for reference
material, is replacing the earlier microarray technique.
Microarrays are based on the DNA hybridization prop-
erty and have been used in male infertility research
since 2009 (Aston and Carrell, 2009, Aston et al., 2010,
Hu et al., 2012) whereas the GWAS in male infertility
with NGS was first published in 2013 (Xu et al., 2013).
It is challenging to discuss the obtained results in detail
because of alarge amount and diversity of the observed
correlations. However, overall, the data obtained in the
GWAS studies mentioned above indicated an associa-
tion from several Xu et al., 2013, Hu et al., 2012) to over
170 loci connected with azoospermia or oligospermia
(Aston et al., 2010); and in all the studies, there is an
indication to verify these results in further investiga-
tions on large groups of patients. For this purpose, e.g.,
targeted sequencing can be used by constructing a panel
of genes at a pre-diagnostic stage.
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Another essential aspect of whole-genome sequencing
(WGS) is its use for karyotyping. NGS could combine the
reading of the entire nucleotide sequence with a reso-
lution of 1 base pair with quantification of DNA mate-
rial, i.e., numerical aberration of chromosomes. The
research shows that the low-coverage WGS can also reli-
ably detect balanced translocations and precisely map
breakpoints compared with conventional procedures.
Therefore, WGS and other NGS applications can replace
cytogenetic methods in analyzing chromosomal aber-
rations, including the diagnosis of clinically balanced
translocation carriers (Liang et al., 2017). An example of
a karyotype assessment with the use of NGS in terms of
infertility is preimplantation genetic diagnostics (PGD)
as part of the in vitro procedure to reduce the risk of
severe chromosomal defects in the embryo (before
a transfer) and in the detection of monogenic diseases
and disorders related to the occurrence of translocation
in the offspring (Fukaszuk et al., 2015; Fiorentino et al.,
2014) (Figure 4). Currently, PGD research aims to vali-
date the sensitivity of the NGS methodology concerning
cytogenic methods, like the detection of chromosomal
aneuploidies and mosaicism degree in preimplantation
embryos. Garcia-Pascual and co-workers (Garcia-Pascual
etal., 2020) demonstrated that specificity and sensitivity
for preimplantation genetic testing for aneuploidy were
both 100% for whole chromosomes, segments (>10 Mb),
small rearrangements (del/dup >a6 Mb), and mosaicism
degree, wherein the thresholds established for mosai-
cism were: euploid embryos («<30% aneuploidy), low
mosaic (from 30% to <50%), high mosaic (50-70%) or
aneuploid (>70%). In the future, NGS can be also prom-
ising approach towards a non-invasive preimplantation
genetic testing of aneuploidy in the embryonic cell free
DNA released to the culture media at blastocyst stage
(Rubio et al., 2019).

Whole exome sequencing in male
infertility

Whole-exome sequencing is a widely used NGS method
for genetic studies, primarily for disease gene identifica-
tion and clinical diagnosis that involves capturing and
sequencing only the protein-coding regions (the exomes)
of the genome. The human exome represents less than
2% of the genome but contains about 85% of known
disease-related variants, making this application more
economical compared to whole-genome sequencing (Choi
etal., 2009). Therefore, WES enables the effective identi-
fication of coding variants and splice site variants.
This analysis is especially justified in nonobstructive
azoospermia or severe oligozoospermia patients who
have undergone numerous laboratory tests and are still
idiopathic. Fakhro and co-workers (Fakhro et al., 2018)
observed that the WES analysis explains the genetic eti-
ology in a significant part of these patients (>50% in the

family and >10% sporadic). The results of WES research
on a large cohort of 285 males with severe oligospermia
and nonobstructive azoospermia, in 10.5% (n = 30) con-
firmed chromosomal aberrations while 24.2% (n = 69)
of the cases had a potential monogenic form of male
infertility. Therefore, the authors concluded, that the
standard approach to male infertility using cytogenetic
karyotyping and chromosome Y microdeletion testing
overlooked the significant contribution of monogenic
causes of male infertility. Moreover, they added 33 novel
candidate genes to the list of about 400 plausible causal
genes of male infertility (Alhathal et al., 2020). It is worth
emphasizing that the WES, like the WGS, provides an
opportunity to simultaneously detect SNVs, copy number
variations (CNVs) and chromosomal aberration. The iden-
tification of rare variants in various genes underlying
male infertility, on the one hand, presents problems in
the development of an effective diagnostic scheme, and
on the other hand, proves the benefits and effectiveness
of WES. On the contrary, the disadvantage of this NGS
application is the possibility of finding additional gene
defects unrelated to infertility, such as cancer predispo-
sition or early-onset neurodegenerative disease. Hence,
very importantly, the implementation of WES and WGS
also should always be prudent and preceded by genetic
counseling (Ghieh et al., 2021).

I Panel gene (targeted) sequencing in male
infertility

Next generation sequencing, apart from extensive
genomic analyses, also offers applications for the anal-
ysis of selected DNA fragments, e.g. important genes
or gene regions associated or probably associated with
a disease or phenotype. Panel gene sequencing (called
targeted sequencing) is dedicated especially to the diag-
nostic purposes or to the second stage (after WGS or
WES) of research on various diseases. In the laboratory
procedure for the preparation of genetic material for
sequencing, a sample enrichment step is required, in
which the PCR amplification of the target gene sequences
is performed. The scheme of the procedure is shown in
Figure 5, which in practice takes an average of a few days
in a laboratory, depending on the number of targeted
genes and the number of analyzed samples.

Nearly 2,300 genes are believed to be involved in
spermatogenesis (Krausz and Riera-Escamilla, 2018).
Knowledge in this area is constantly expanding.
Cannarella and co-authors presented a broad list of
the most critical genes responsible for spermatogenic
failure with their detailed descriptions. They also pro-
posed a phenotype-based approach taking into account
flagella abnormalities, macrozoospermia, acephalic
spermatozoa, globozoospermia, oligozoospermia, oli-
goasthenozoospermia, asthenozoospermia, nonobstruc-
tive azoospermia, and oligoasthenoteratozoospermia
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Fig. 5. Targeted sequencing workflow and bioinformatic pipeline. GWAS - genome-wide association studies; NGS - next-generation sequencing
(details in the text)

to identify targeted genes (Cannarella et al., 2019). After
careful analysis of the data in the literature, the authors
argue that only part of this enormous group of genes,
numbering about 60, is responsible for spermatogenesis
failures. These are their proposals for a panel that needs
to be tested on a large group of azoospermia and severe
oligozoospermia patients to verify this choice (Cannarella
etal.,, 2019). In contrast, recently, in another review, a list
of 38 candidate genes involved in monogenic causes of
human nonobstructive azoospermia was compiled. The
authors classified and described these genes according
to the related testicular histology underlying the non-
obstructive azoospermic phenotype (Cioppi et al., 2021).
Based on the list presented in the review by Cannarella
and co-workers (Cannarella et al., 2019), the pre-diagnostic
gene panel was constructed in practice and contained
65 genes (Precone et al., 2021). In this research, vari-
ants of potential causative importance (two pathogenic,
three variants of uncertain significance (VUS), and three
variants with high impact) were identified in 10 out of
12 infertile patients (83%). Interestingly, almost half of
those variants belong to the cytoplasmic dynein genes.
However, this study has serious limitations due to a very
small group of patients (Precone et al., 2021).

In research, in a cohort of 241 infertile idiopathic
males with a negative result in standard genetic testing,
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a panel of the following nine genes were analyzed:
androgen receptor (AR), follicle-stimulating hormone
receptor (FSHR), follicle-stimulating hormone subunit
beta (FSHB), kelch-like family member 10 (KLHLI10),
nuclear receptor subfamily 5 group A member 1 (NRSAD),
nanos C2HC-type zinc finger 1 (NANOS]I), septin 12
(SEPT12), synaptonemal complex protein 3 (SYCP3) and
testis expressed 11 (TEX11). The authors identified 19
missense variants in 23 patients, constituting nearly
10% of the study group. Five identified variants (26.3%,
5/19) were classified as likely benign, two (10.5%, 2/19)
as benign, eleven (57.9%, 11/19) as VUS, and one variant
(5.3%, 1/19) as pathogenic (Rocca et al., 2020). The results
are deliberately referred to as potential variants of male
infertility due to the difficulty in interpreting new genetic
changes. The causal mutation ratio in earlier studies of
NR5A1, doublesex and mab-3 related transcription
factor-1 (DMRT1), and TEX11 genes sequencing in 80
azoospermic patients increased from 5% in standard
diagnostics testing up to 25% (Tiittelmann et al., 2018).
The data obtained justify the utility of applying panel
gene sequencing for infertility diagnosis to find new
genetic variants potentially linked to male infertility.
It is difficult to predict how much the yield of genetic
testing will increase for the different male infertility
phenotypes. However, it is realistic to expect the overall
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diagnostic efficiency, independently of subtypes of male
infertility, will rise from the current 4% (Tiittelmann
et al., 2018) to more than 10% in the coming few years,
as Oud and co-authors announced (Oud et al., 2019).
The consensus of European Society of Human Genetics
and the European Society for Human Reproduction and
Embryology includes an opinion that NGS gene panels
may soon become a useful tool for the identification of
additional causes of male infertility, and thus improve
genetic- and reproductive counselling, facilitate patient
stratification and therefore enable more precise assisted
reproductive technology approaches (Harper et al., 2018).
It should be borne in mind that knowledge in this field
is still at the stage of discovery and verification, which
genes can actually be the source of frequent mutations
and constitute a potential marker of male infertility.

At the end of this subsection, it is worth noting
that targeted sequencing also provides a valuable tool
to uncover the structural variability of highly dynamic
regions of the human genome, such as the Y chromo-
some. According to recent research on semen samples
from 222 infertile patients with abnormal semen param-
eters, after standard diagnosis, the Y chromosome struc-
tural variations in 31.88% of the cases have been over-
looked (Liu et al., 2021). The NGS method can replace the
standard Y chromosome testing and enables the detec-
tion of new CNVs; nevertheless, its clinical significance
remains often unknown.

I RNA sequencing and epigenetics analysis
in male infertility

RNA-sequencing (RNA-Seq) with NGS is becoming
a common tool for transcriptome profiling. A transcrip-
tome is a complete set of transcripts at a given time in ana-
lyzed cells, containing the messenger RNA (mRNA), long
non-coding RNAs (IncRNA), and small RNAs including
microRNA (miRNA), small-interfering RNA (siRNA),
transfer RNA (tRNA), ribosomal RNA (fRNA) and piwi-in-
teracting RNA (piRNA). The RNA-Seq provides compre-
hensive information on the quantitative level of indi-
vidual genes and structural changes in the transcriptome,
including the gene fusions and alternative splicing (Wang
etal., 2009). MiRNA molecules are profusely abundant in
the seminal plasma of men and participate in the control
of each stage of male germ cell differentiation during
spermatogenesis (Kotgja, 2014). Therefore, the expres-
sion of various RNA molecules could be helpful as poten-
tial biomarkers of male infertility (Barceld et al., 2018).

Previous scientific results of broad studies using
RNA-Seq demonstrated significant differences in
spermatic miRNA expression profiles correlated with
sperm DNA fragmentation index (Li et al., 2020) or the
occurrence of azoospermia (Tang et al., 2018; Cheung
et al., 2019). A very advanced study of the transcrip-
tome with the co-expression analysis of various types

of RNA particles conducted on 25 patients with asthe-
nozoospermia and 25 male normal healthy individuals
indicated IncRNA-mRNA-miRNA regulation networks
that may be involved in the pathological mechanisms of
asthenozoospermia (Lu et al., 2020). However, relatively
few of these experiments in male infertility research
have been described.

It is worth noting that the regulation of transcription
belongs to important epigenetic mechanisms after DNA
methylation, remodeling of chromatin, and histone tail
modifications. Epigenetic biomarkers, which can incorpo-
rate information from the genetic background, lifestyle,
and environmental factors, are extremely interesting and
potentially crucial in elucidating the cause of idiopathic
male infertility (Gunes and Esteves, 2021). Available epi-
genetic studies in male infertility mainly concern human
sperm DNA methylome analysis because DNA methyla-
tion is a heritable epigenetic modification of cytosine
residues within CpG dinucleotides and less frequently of
adenine residues in non-CpG sites. This pattern is deter-
mined using bisulfite conversion sequencing, which can
be done as target enrichment or whole-genome bisulfite
sequencing. This approach makes it possible to evaluate,
e.g., the DNA methylation profile of human sperm during
aging. Cao and co-authors observed thousands of age-
related and sperm-specific epigenetic alterations in their
investigation. These findings show massive human sperm
DNA methylation dynamics during paternal aging, which
can subsequently affect genes potentially related to dis-
eases in offspring (Cao et al.,, 2020). From a laboratory per-
spective, global analysis of methylation profile in sperm
is challenging, as many external factors can distort the
results. However, it may help identify modifiable risk
causes of male infertility in the future.

B Semen microbiota in male infertility

The diagnosis of infertility uses the NGS also for the
characteristics of the microbiome of the reproductive
system. As the human body contains more microbes
than human cells, the microbiome (the ‘second human
genome’) has a vast potential to influence human phys-
iology (Tsonis et al., 2021). To date, the use of NGS sup-
ports the explanation of the functional, quantitative,
and mechanical aspects of the complex microorgan-
ism-host interactions, particularly those concerning
the gut microbiome. Bacterial identification methods
performed in previous studies were either PCR-based
or culture methods. NGS metagenomic analysis based
on bacterial 16S rRNA gene sequencing revolutionized
microbiome research. A significant advantage of NGS
over traditional methods is that it enables the detection
and classification of all microorganisms according to taxa
down to the species level. This technology has changed
the knowledge of the percentage of microbiota, as it
also detects and characterizes taxa that are uncultured
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in vitro (they do not survive outside the host organism).
[t is particularly surprising that quantitatively as many
as 97% of the microorganisms of the semen microbiota
are uncultured or unknown species (unpublished own
research). The sperm microbiome is an area of growing
scientific interest due to important implications for male
reproductive health, the health of couples, and even the
health of the offspring by transmitting microorganisms
to the partner and offspring (Chen et al., 2018; Baud et al.,
2019, Altmde et al., 2019).

The first analysis approach using NGS technology
to investigate the associations between bacterial com-
munities and semen quality was performed in 2014
for 96 semen samples (Weng et al., 2014). The results
showed that the most abundant genera among all the
samples were Lactobacillus (19.9%), Pseudomonas (9.85%),
Prevotella (8.51%), and Gardnerella (4.21%). The proportion
of Lactobacillus and Gardnerella was significantly higher in
the normal samples. At the same time, Prevotella abun-
dance was significantly higher in the low-quality semen
samples. An indication of a particular species of bacteria
impacting sperm function may facilitate the develop-
ment of new therapies (e.g., probiotics). However, the
current data are often not repetitive, inconclusive, and
concern small groups of patients. Therefore more research
is needed (Farahani et al., 2021).

B Final remarks

The implementation of NGS analysis in male infertility
diagnostics is currently the subject of intense debate. This
technology offers many benefits, opens up new possibili-
ties, and makes diagnostics more effective, but on the
other hand, there are barriers to its introduction into eve-
ryday practice. This technology, through improvements,
enables not only reading the sequence of genetic mate-
rial and the detection of SN'Vs but also quantification
to detect CN'Vs and chromosomal aberrations, including
balanced translocations. The standard approach to male
infertility using classical karyotyping and chromosome
Y microdeletion testing overlooks the monogenic causes
of male infertility. WGS and other NGS applications will
probably soon replace cytogenetic methods in analyzing
chromosomal aberrations by raising the resolution and
enriching diagnostics to detect rare point variants under-
lying male infertility. A barrier against this breakthrough
is generating a lot of data in NGS, which needs enormous
computing power resources and experienced bioinfor-
matics staff. NGS panel genes seem to be a solution to this
problem; however, there are no selected genes that can
be used diagnostically. The clinical significance of many
detected variants often remains unknown. In approxi-
mately 40% of male patients, the etiology of reproduction
failure remains undetermined. NGS research also in sperm
epigenetics and microbiota may significantly contribute
to explaining the cause of idiopathic male infertility.
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l Streszczenie

W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat przyczyn, procesu diagnozowania, diagnostyki réznicowej i sposobu leczenia
u mezczyzn z rozpoznaniem hiperprolaktynemii. Wskazano, w jaki sposéb diagnozowac¢ laboratoryjnie hiperprolaktynemie i jak unika¢
ewentualnych putapek zwigzanych z pobieraniem krwi i metodami wykonywania oznaczen stezenia prolaktyny. Wskazano, jakie przy-
padki hiperprolaktynemii nalezy leczy¢, a kiedy hiperprolaktynemie uzna¢ za nieistotna klinicznie.

Stowa kluczowe: hiperprolaktynemia, nieptodnos¢ meska, leczenie

Artykut jest udostepniany na podstawie Licencji Creative Commons BY NC ND 3.0 Polska:
AT https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.pl
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B Abstract

The paper presents the current knowledge on the causes, diagnostic process, differential diagnosis, and treatment in men diagnosed

with hyperprolactinemia. It shows how to carry out laboratory diagnostics of hyperprolactinemia and avoid possible pitfalls related

to blood sampling and methods of prolactin determinations. It is indicated which cases of hyperprolactinemia should be treated and

when hyperprolactinemia should be considered clinically insignificant.

Key words: hyperprolactinemia, male infertility, treatment

B skroty / Abbreviations

ABP — biatko wiazace androgeny (ang. androgen binding protein); BMD — gesto$¢ mineralna kosci (ang. body mass density); EGF — naskérkowy
czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor); FSH — hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone); GnRH — gonadoliberyna
(ang. gonadotropin releasing hormone); IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor 1) IgG — immunoglobu-
lina G (ang. immunoglobulin G); LH — hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone); MR — rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance);
PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol); SHBG — biatko wiazace hormony piciowe (ang. sex hormone binding globulin); TRH —
hormon uwalniajacy tyreotropine (ang. thyrotropin-releasing hormone); VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy (ang. vasoactive intestinal peptide).

Hiperprolaktynemia u mezczyzn jest coraz czesciej
stwierdzanym problemem klinicznym, co jest konse-
kwencja poszerzania diagnostyki hormonalnej w przy-
padku zaburzen erekcji czy podejrzenia meskich
przyczyn nieptodnosci. Powszechno$¢ dostepu do
badan laboratoryjnych sprawia, ze pacjenci coraz cze-
$ciej z wlasnej inicjatywy oznaczaja stezenie prolak-
tyny w surowicy krwi i nierzadko jest ono podwyz-
szone, czasami znamiennie, czasami tylko nieznacznie.
Nieprawidlowy wynik oznaczenia stezenia prolaktyny
wiaze sie z konieczno$cig ustalenia przyczyny i ewen-
tualnego rozszerzenia diagnostyki.

B Fizjologia prolaktyny

Prolaktyna jest hormonem polipeptydowym wytwa-
rzanym w przednim placie przysadki w komérkach lak-
totropowych. Jej wydzielanie ma charakter pulsacyjny
(cykl trwa ok. péttorej godziny), a wartosci w szczycie
wydzielania mogg by¢ o 30% wyzsze niz wartosci pod-
stawowe (Milewicz, 2012).

Typowa czasteczka prolaktyny jest monomerem
o masie 23 kDa i stanowi ok. 90% prolaktyny krazace;j
we krwi. Czasteczki prolaktyny moga podlega¢ agregacji
i tworzy¢ wieksze izoformy (ang. big prolactin) o masie
45-60 kDa oraz makroprolaktyne (ang. big-big prolactin)
o masie 150-170 kDa (Sinha, 1995). Przyczyna procesu
agregacji czasteczek jest najprawdopodobniej tworzenie
autoprzeciwciat klasy IgG (ang. immunoglobulin G) skie-
rowanych przeciwko prolaktynie (Hattori i wsp., 2005).

Za gérna warto$c¢ referencyjng dla prawidtowego ste-
zenia prolaktyny u mezczyzn uznaje sie zwykle wartos¢
15 ng/mL. Jednak, niektérzy autorzy za klinicznie
istotna hiperprolaktynemie u mezczyzn uwazaja wartos¢
stezenia prolaktyny w krwi >35 ng/mL (Buvat, 2003).

Do znanych czynnikéw stymulujacych wydzielanie
prolaktyny naleza: hormon uwalniajacy tyreotropine
(TRH, ang. thyrotropin-releasing hormone), naskérkowy

czynnik wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor),
wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP, ang. vasoactive inte-
stinal peptide), serotonina czy tez estrogeny (Milewicz,
2012). Z kolei najsilniejszym czynnikiem hamujacym
wydzielanie prolaktyny jest produkowana w podwzgérzu
dopamina. Przerwanie drogi doprowadzajacej dopamine
do przysadki skutkuje wzrostem stezenia prolaktyny.
Dzieje sie tak np. wskutek urazu czy obecnosci guza
okolicy podwzgdrza lub poprzez przerwanie ciggtosci,
czy tez ucisk na lejek przysadki przez guz tej okolicy.
Do obnizenia stezenia dopaminy dochodzi réwniez
w przypadku blokowania receptoréw dopaminergicz-
nych D2 poprzez np. metoklopramid czy fenotiazyny,
albo tez poprzez podwzgérzowe hamowanie wydzielania
dopaminy (np. przez rezerpine lub metyldope).

B Objawy nadmiaru prolaktyny u mezczyzn

Hiperprolaktynemia wptywa na o$ podwzgdrze—przy-
sadka—gonady i moze prowadzi¢ do hipogonadyzmu
i zaburzen ptodnosci (Green i Amadi, 2020). Wysokie
stezenie prolaktyny wptywa hamujaco na pulsacyjna
sekrecje hormonu luteinizujacego (LH, ang. luteinizing
hormone), a takze w mniejszym stopniu hormonu foli-
kulotropowego (FSH, ang. follicle stimulating hormone)
i gonadoliberyny (GnRH, ang. gonadotropin-releasing
hormone) (Buvat, 2003). Konsekwencja obnizenia ste-
zenia hormonéw gonadotropowych jest uposledzenie
procesu spermatogenezy oraz niedobdr testosteronu.
Komoérkami docelowymi dla FSH sg komérki Sertolego,
ktére sa stymulowane do syntezy szeregu czynnikéw
regulujacych spermatogeneze (Stowikowska-Hilczer,
2021). Komorki Sertolego produkujg m.in. biatko wigzace
androgeny (ABP, ang. androgen binding protein), ktére
jest odpowiedzialne za utrzymanie wysokiego stezenia
testosteronu w jadrach. LH stymuluje komérki Leydiga
do syntezy testosteronu (Kula i Stowikowska-Hilczer, 2021).
Znamienna hiperprolaktynemia zmniejsza liczebnos¢
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i ruchliwos¢ plemnikéw, a takze zmniejsza objetos¢ ejaku-
latu (Singh i wsp., 2011). Hiperprolaktynemia odpowiada
za 11% zdiagnozowanych przypadkéw oligozoospermii
(de Rosa i wsp., 2003).

Mezczyzni z nadmiarem prolaktyny skarza sie na dys-
funkcje w sferze seksualnej. Zaburzenia wzwodu obser-
wuje sie u blisko 90% pacjentéw z hiperprolaktynemia
(Buvat, 2003). Zaburzeniom tym czesto towarzyszy
obnizone libido. Obserwuje sie réwniez brak orgazmu,
opdzniony wytrysk, czy nawet wytrysk wsteczny (Buvat,
2003).

U niektérych pacjentéw z hiperprolaktynemia mimo
obnizonego stezenia testosteronu catkowitego nie obser-
wuje sie zaburzenia wzwodu. Moze to wynikac z faktu,
iz u pacjentéw z nadmiarem prolaktyny dochodzi
do obnizenia stezenia biatka wiazacego hormony piciowe
(SHBG, ang. sex hormone binding globulin), co powoduje,
iz mimo obnizonego stezenia testosteronu catkowitego
moze by¢ zachowane prawidtowe stezenie testosteronu
wolnego (Buvat, 2003). Oprécz objawdéw ze sfery seksu-
alnej hiperprolaktynemia moze dawac objawy w postaci
ginekomastii (21% chorych), mlekotoku (13%) czy tez
utraty wloséw na ciele (40%) (Buvat, 2003).

Obrazowi klinicznemu hiperprolaktynemii moga
dodatkowo towarzyszy¢ objawy spowodowane obecnoscia

guza przysadki. Makrogruczolaki, uciskajac okoliczne
tkanki, moga powodowa¢é béle glowy, ubytki pola
widzenia (ucisk na skrzyzowanie nerwéw wzrokowych)
oraz niedoczynnosc¢ przysadki (niedobory hormonéw
kontrolujacych prace obwodowych gruczotéw dokrew-
nych: tarczycy i nadnerczy).

B Przyczyny wzrostu stezenia prolaktyny

Najczesciej za wzrost stezenia prolaktyny w surowicy
krwi (zwtaszcza nieznaczny) odpowiadaja przyczyny
fizjologiczne np. wysitek fizyczny, stosunek piciowy,
draznienie brodawek sutkowych, sen i stres. Stezenie
prolaktyny moze by¢ réwniez podwyzszone w przypadku
niedoczynno$ci tarczycy, niewydolnosci nerek czy mar-
skosci watroby.

Inna przyczyna hiperprolaktynemii, czesto spotykang
w praktyce klinicznej, jest stosowanie lekéw, gtéwnie
przeciwdepresyjnych, neuroleptycznych i blokeréw recep-
tora dopaminergicznego. Podwyzszone stezenie prolak-
tyny moze wynikac z obecnosci guzéw podwzgoérza i/lub
przysadki czy tez uszkodzenia drogi podwzgérzowo—
przysadkowej. Zestawienie przyczyn hiperprolaktynemii
zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Przyczyny podwyzszonego stezenia prolaktyny w surowicy krwi mezczyzn (na podstawie: Milewicz, 2012, zmodyfikowane)

Grupa przyczyn

Przyklady

Fizjologiczne - stosunek plciowy
- wysitek fizyczny
- sen
— stres
- positek

Patologia okolicy - guzy okolicy podwzgorzowej (czaszkogardlaki, rozrodczaki, oponiaki, guzy przerzutowe)

podwzgérzowo—przysadkowej — ziarniniaki
- torbiele kieszonki Rathkego

- pourazowe przerwanie ciagtosci szypuly przysadki

- guzy prolaktynowe

- inne guzy przysadki

- zespot pustego siodta

- limfocytarne zapalenie przysadki

- radioterapia okolicy podwzgérzowo-przysadkowej

- pozabiegowe i urazowe uszkodzenie przysadki

Towarzyszaca innym - urazizabieg $cian klatki piersiowej
chorobom uktadowym - niewydolnosé¢ nerek

- marskos¢ watroby

~ padaczka

- niedoczynno$¢ tarczycy

Leki - znieczulajace
- przeciwpadaczkowe

- przeciwdepresyjne: tréjcykliczne przeciwdepresyjne, selektywne inhibitory wychwytu serotoniny

- antyhistaminowe: cymetydyna, ranitydyna

- hipotensyjne: labetalol, rezerpina, werapamil

- agonisci receptora cholinergicznego: fizostygmina

- blokery receptora dopaminergicznego: pochodne butyrofenonu, pochodne fenotiazyny, tioksantyny, metoklopramid

- inhibitory syntezy dopaminy: alfa-metyldopa

— estrogeny

- neuroleptyki: chlorpromazyna, flufenazyna, haloperidol, perfenazyna, prometazyna, tietylperazyna, tiorydazyna,

tiotyksen, trifluoperazyna
- opiaty: heroina, morfina
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Table 1. The factors resulting in elevation of serum prolactin levels in men (based on: Milewicz, 2012, modified)

Factors Examples
Physiological - intercourse
- physical exercise
- sleep
— stress
- meal
Pathology of the - tumours in the hypothalamus (craniopharyngioma, germinoma, meningiomas, metastatic tumours)

hypothalamic-pituitary region - coccus
- Rathke’s pouch cyst

- post-trauma transection of the pituitary stalk

- prolactinoma

- other tumours of the pituitary gland
- empty stella syndrome

- lymphocytic hypophysitis

- radiotherapy of the hypothalamicpituitary area

- post-operative and traumatic pituitary injury

Associated with other systemic ~ trauma and surgery of the chest walls

diseases - kidney failure
— cirrhosis
— epilepsy
- hypothyroidism
Medicaments ~ anaesthetics

- antiepileptic

- antidepressants: tricyclic antidepressants, selective serotonin reuptake inhibitors

- antihistamines: cimetidine, ranitidine

- hypotensive: labetalol, reserpine, verapamil

- cholinergic receptor agonists: physostigmine

- dopaminergic receptor blockers: buphedrone derivatives, phenothiazine derivatives, thioxanthene derivatives,

metoclopramide

- dopamine synthesis inhibitors: alpha-methyldopa

— estrogens

- neuroleptics: chlorpromazine, fluphenazine, haloperidol, perphenazine, promethazine, thiethylperazine, thioridazine,

tiotixene, trifluoperazine
- opiates: heroin, morphine

B Rozpoznanie hiperprolaktynemii

The Endocrine Society (https://www.endocrine.org/) reko-
menduje jako wystarczajace do rozpoznania hiperpro-
laktynemii jednokrotne wykazanie stezenia prolaktyny
powyzej gbrnej granicy normy, stawiajac tylko jeden
warunek — wyeliminowanie nadmiernego stresu zwia-
zanego z naktuciem podczas pobierania krwi. W przypad-
kach watpliwych wynikéw warto powtérzy¢ kilkakrotnie
oznaczenie stezenia prolaktyny w odstepach co 15-20
minut, aby wyeliminowa¢ wptyw pulsacyjnego wydzie-
lania prolaktyny (Melmed i wsp., 2011). Z dodatkowych
czynnikéw, ktére proponuje sie uwzglednic przy pobie-
raniu krwi wymienia sie: bycie na czczo, odczekanie
przed pobraniem ok. 20 minut w spokojnym miejscu,
czy pobranie krwi przez wenflon zatozony 20 minut
wczesniej (Buvat, 2003).

The Endocrine Society (https://www.endocrine.org/)
nie rekomenduje testéw dynamicznych w ocenie sekrecji
prolaktyny (z zastosowaniem takich substancji, jak:
TRH, L-dopa, nomifenzyna czy domperidon) (Melmed
iwsp., 2011). Polska praktyka lekarska wskazujg na uzy-
tecznosc testu z metoklopramidem (Zgliczyriski, 2020).

Metoklopramid dziatajac antagonistycznie na recep-
tory D2 w podwzgérzu hamuje dziatanie endogennej
dopaminy na przysadke. Stezenie prolaktyny w tescie
z metoklopramidem ocenia sie w warunkach podstawo-
wych oraz po 601 120 minutach po doustnym podaniu
10 mg metoklopramidu. W warunkach fizjologicznych
dochodzi do wzrostu stezenia prolaktyny w surowicy
krwi. Wynik jest prawidtowy, jesli stezenie prolaktyny
wzrasta 2—-6-krotnie. Jesli wzrost stezenia prolaktyny
jest wiekszy niz 6-krotny, rozpoznaje sie hiperprolakty-
nemie czynno$ciowa. Natomiast przy wydzielaniu auto-
nomicznym w guzie prolaktynowym lub przy uszko-
dzeniu podwzgérza lub lejka przysadki nie dochodzi
do znamiennego wzrostu stezenia prolaktyny (wzrost
mniejszy niz 2-krotny).

W przypadku uzyskania wysokich wartosci stezenia
prolaktyny >500 ng/mL nalezy z duzym prawdopodo-
bienstwem podejrzewac gruczolaka wydzielajacego pro-
laktyne. Wartosci w przedziale 200-500 ng/mL mozna
obserwowac nie tylko w przypadku guza prolaktyno-
wego, ale takze u pacjentéw stosujacych niektére leki,
takie jak rysperydon czy metoklopramid (Melmed i wsp.,
2011).
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Przewaznie obserwuje sie zaleznoé¢ miedzy steze-
niem prolaktyny a masa guza prolaktynowego. Wiekszo$¢
guzéw prolaktynowych to zmiany mate o srednicy
ponizej 1 cm (tzw. mikrogruczolaki). Zmiany o $red-
nicy powyzej 1 cm sa okreslane mianem makrogruczo-
lakéw. W praktyce klinicznej mozna spotkad sytuacje
wspétistnienia duzego guza przysadki ze stosunkowo
niewielkim podwyzszeniem stezenia prolaktyny. Moze
mie¢ to miejsce w przypadku guzéw przysadki innych niz
guzy prolaktynowe, gdzie hiperprolaktynemia wynika
z ucisku na lejek przysadki.

Mozliwe jest wystepowanie tzw. efektu haka, czyli
zanizenia wyniku w przypadku bardzo wysokich stezen
prolaktyny (przy duzych guzach prolaktynowych) z uwagi
na wade immunometrycznej metody oznaczen. Dlatego
tez w przypadku duzych guzéw przysadki przy stosun-
kowo niewielkiej hiperprolaktynemii, a nawet normo-
prolaktynemii, warto oznaczy¢ stezenie prolaktyny
w 100-krotnym rozcieniczeniu dla wyeliminowania efektu
haka. Efekt ten zgtaszano przy stezeniach >800 ng/mL
(Jeske, 2008).

W przypadku hiperprolaktynemii, zwtaszcza bezob-
jawowej, warto oznaczy¢ makroprolaktyne, ktéra odpo-
wiada za 10-40% przypadkéw podwyzszonego stezenia
prolaktyny. Wiele komercyjnych zestawdéw nie rozréznia
makroprolaktyny, czesto dajac rozbiezne wyniki. Dla
wykazania obecnos$ci duzych polimerycznych molekut
prolaktyny najczesciej wykorzystuje sie metode z pre-
cypitacja glikolem polietylenowym (PEG, ang. polyethy-
lene glycol). Makroprolaktyna jest forma mniej aktywna
biologicznie, gdyz trudniej wiaze sie z receptorem, ale
czasem moze dawac objawy kliniczne (np. mlekotok).

Réznicowanie przyczyn
hiperprolaktynemii

Przeprowadzajac wywiad z pacjentem, nalezy zapytac
o mozliwe fizjologiczne przyczyny wzrostu stezenia
prolaktyny w krwi, takie jak stres (w tym zwigzany
z procedura pobierania krwi), sen, stosunek seksualny,
draznienie brodawek sutkowych, wysitek fizyczny,
hipoglikemia, positek wysokobiatkowy. Jedna z cze-
stych przyczyn hiperprolaktynemii jest niedoczynnos¢
tarczycy (w mechanizmie stymulacji przysadki przez
TRH), stad nalezy sprawdzi¢ funkcje tego gruczotu.
Hiperprolaktynemie obserwuje sie tez u chorych z nie-
wydolnoscia nerek. Dzieje sie tak z powodu uposledzo-
nego klirensu nerkowego i zaburzenia centralnej regulacji
syntezy prolaktyny. Réwniez pacjenci z niewydolnoscia/
marskoscia watroby moga mieé podwyzszone stezenia
prolaktyny. Kolejnymi przyczynami wzrostu stezenia
prolaktyny moga by¢ niektére leki oraz guzy przysadki
(Banskota i Adamson, 2021). W przypadku guzéw prolak-
tynowych nalezy réwniez oznaczaé stezenie insulino-
podobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1, ang. insulin-like
growth factor 1) dla wykluczenia mieszanego charakteru

20

guza, ktéry oprécz prolaktyny wydziela réwniez hormon
wzrostu.

Po wyeliminowaniu wszystkich znanych przyczyn
hiperprolaktynemii pozostaje postawienie rozpoznania
tzw. hiperprolaktynemii idiopatycznej. Okazuje sie,
ze w tej grupie >10% pacjentéw ma nierozpoznanego mikro-
gruczolaka przysadki, a w 30% dochodzi do samoistnej
normalizacji stezenia prolaktyny (Melmed i wsp., 2011).

I Hiperprolaktynemia w przebiegu guza
prolaktynowego

Gruczolaki przysadki wydzielajace prolaktyne (prolac-
tinoma) sa najczestszymi guzami przysadki (40-66%),
czesciej wystepujacymi u kobiet (Vioonen i wsp., 2019).
W poréwnaniu z kobietami guzy prolaktynowe u mez-
czyzn czesciej osiagaja wieksze rozmiary (czestsze
wystepowanie tzw. macroprolactinoma), a stezenie pro-
laktyny jest wyzsze. Mozna domniemywac, ze wieksze
rozmiary guzéw prolaktynowych u mezczyzn wynikaja
z faktu opdznienia postawienia rozpoznania. Opisy grup
chorych wskazuja rézna czestos¢ objawéw klinicznych
w zaleznosci od pici: mlekotok, béle gtowy i wzrost masy
ciata byt obserwowany rzadziej u mezczyzn niz u kobiet
(de Rosa i wsp., 2003).

Leczeniem z wyboru guzéw prolaktynowych jest far-
makoterapia agonistg dopaminy, a jej celem jest doprowa-
dzenie do obnizenia stezenia prolaktyny i zmniejszenie
masy guza oraz zachowanie funkeji gonad (Colao i wsp.,
2002). Nalezy podkresli¢, ze leczenie agonistg dopaminy
mozna wiaczy¢ po wykluczeniu niedoczynnosci tarczycy.
Na polskim rynku dostepne sa trzy preparaty agonistéw
dopaminy: bromokryptyna, chinagolid i kabergolina.
Farmakoterapia u mezczyzn z guzami prolaktynowymi
doprowadza do normalizacji stezenia prolaktyny u ok.
80% pacjentéw (Pinzone i wsp., 2000). W innym badaniu
po 6 miesigcach farmakoterapii kabergoling uzyskano
powrdét spontanicznych nocnych erekcji (Verhelst i wsp.,
1999) oraz normalizacje parametréw nasienia (Colao
i wsp., 2004; de Rosa i wsp., 2006). U pacjentéw z zabu-
rzeniami erekgji leczenie agonista dopaminy poprawia
funkcje seksualne i ta poprawa lepiej koreluje z obni-
zeniem stezenia prolaktyny niz ze wzrostem stezenia
testosteronu. Do powrotu erekcji moze dochodzi¢ weze-
$niej niz do normalizacji stezenia testosteronu (Buvat
i wsp., 1985).

Warto zwréci¢ uwage na obserwacje, ze hiperprolak-
tynemia jest odpowiedzialna za nie wiecej niz 5% przy-
czyn zaburzen wzwodu (Buvat, 2003). U czeéci chorych
z zaburzeniami wzwodu obserwowano niewielka hiper-
prolaktynemie rzedu: 20-35 ng/mL i w tej grupie wia-
czenie leczenia agonista dopaminy przyniosto poprawe
kliniczng u 40% chorych i byto poréwnywalne z efektem
placebo (Ambrosi i wsp., 1977).

Towarzystwo Endokrynologiczne rekomenduje
kabergoline jako lek pierwszego rzutu w leczeniu guzéw
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prolaktynowych z uwagi na udokumentowany wptyw
na zmniejszenie guza i normalizacje stezenia prolak-
tyny (Melmed i wsp., 2011). Pacjenci najcze$ciej wymagaja
dawek miedzy 0,25 a 3 mg/tydzien, a w wyjatkowych
przypadkach do 11 mg/tydzien (Ono i wsp., 2008). Uwaza
sie, ze kabergolina sposréd stosowanych agonistéw pro-
laktyny ma najwieksze powinowactwo do receptora dopa-
minergicznego, a jej dobra tolerancja sprzyja wspoétpracy
chorego w leczeniu (Verhelst i wsp., 1999). Jednak naj-
czedciej stosowanym lekiem ze wzgledu na niska cene

i refundacje jest bromokryptyna. Zwykle rozpoczyna sie

leczenie od dawki 2,5-5 mg. Lek ten dziata do 12 godzin.

Jedli stezenie prolaktyny jest duze, konieczne jest poda-

wanie leku 2-krotnie/dzient. Bromokryptyna moze nie-

znacznie obnizy¢ ci$nienie tetnicze, powodowac sennos¢,
nudnosci, stad zalecenie jej podawania wieczorem.

Monitorowanie terapii agonistami dopaminy powinno
obejmowac:

* okresowa kontrole stezenia prolaktyny dla oceny jej
normalizacji wraz z oceng odwracalnoci klinicznych
objawéw hipogonadyzmu,

* rezonans magnetyczny (MR, ang. magnetic resonance)
przysadki mézgowej po roku czasu w przypadku
mikrogruczolakéw, a po 3 miesiacach przy makro-
gruczolakach oraz gdy stezenie prolaktyny nadal
wzrasta lub obserwuje sie nowe objawy kliniczne,
takie jak zaburzenia widzenia, béle gtowy, mlekotok,
inne zaburzenia hormonalne,

* leczenie wspétistniejacych zaburzen, jak np. niskiej
gestosci mineralnej kosci (BMD, ang. body mass
density) zwiazanej z hipogonadyzmem.

Terapie agonistami dopaminy w guzach prolakty-
nowych mozna zakonczy¢ u pacjentéw leczonych przy-
najmniej 2 lata, ktérzy uzyskali normalizacje stezenia
prolaktyny w krwi i nie maja guza przysadki widocz-
nego w badaniu MR (Melmed i wsp., 2011). U objawo-
wych pacjentéw, u ktérych nie uzyskuje sie normalizacji
stezenia prolaktyny, ani znamiennej redukcji wymiaréw
guza podczas przyjmowania standardowych dawek ago-
nisty dopaminy, rekomenduje sie zwiekszenie dawki
leku do najwyzszej tolerowanej. W przypadku kaber-
goliny w wyzszych dawkach (>3 mg dziennie) nalezy
pamieta¢ o ryzyku zwidknienia zastawek serca (Schade
i wsp., 2007).

Odpowiedz na leczenie agonistami dopaminy, cho¢
jest zréznicowana, to jednak u wiekszosci chorych przy-
nosi redukcje masy guza i normalizacje stezenia prolak-
tyny. Za przypadki oporne na leczenie uwaza sie takie,
gdy przy stosowaniu najwyzszej tolerowanej dawki ago-
nisty dopaminy nie uzyskano normalizacji stezenia
prolaktyny i redukcji wymiaréw guza o 50%. Za niepo-
wodzenie leczenia mozna tez uznac niemozno$¢ przy-
wrécenia ptodnosci (Melmed i wsp., 2011). Obserwowano,
ze mezczyzni sg czesciej oporni na leczenie agonistami
dopaminy niz kobiety (Delgrange i wsp., 2009).

W przypadku utrzymywania sie objawéw klinicznych
u chorych, ktérzy nie toleruja duzych dawek kabergoliny

lub nie odpowiadaja na terapie, nalezy zaproponowac
leczenie operacyjne guza przysadki. W sytuacji niepowo-
dzenia leczenia operacyjnego lub w przypadkach agre-
sywnego guza prolaktynowego nalezy rozwazy¢ radio-
terapie (Melmed i wsp., 2011).

W niektérych przypadkach hipogonadyzm utrzymuje
sie pomimo normalizacji stezenia prolaktyny. Dzieje sie
tak z powodu zaburzen wydzielania GnRH i gonado-
tropin. Tacy pacjenci oprécz terapii agonista dopaminy
wymagaja substytucji testosteronem. Jednak podawanie
testosteronu moze stymulowa¢ wzrost guza przysadki
poprzez jego aromatyzacje do estradiolu, jesli hiperpro-
laktynemia nie jest dobrze kontrolowana agonista dopa-
miny (Buvat, 2003).

B Hiperprolaktynemia wywotana lekami

Farmakoterapia nalezy do najczestszych przyczyn hiper-
prolaktynemii niewynikajacej z obecnosci guza przy-
sadki (Alosaimi i wsp., 2018). W przypadku niektérych
lekéw antypsychotycznych (np. fenotiazyna, butyferon)
dziatajacych m.in. poprzez receptor D2, hiperprolakty-
nemie stwierdza sie u 40-90% chorych, a w grupie sto-
sujacej rysperydon do 50-100%. Stezenia prolaktyny,
jakie obserwuje sie w takich przypadkach najczesciej
zawieraja sie w zakresie: 25-100 ng/mL, cho¢ w niekté-
rych sytuacjach moga siega¢ do 200 ng/mL (w przypadku
metoklopramidu, rysperydonu, fenotiazyn) (Melmed
iwsp., 2011).

Do normalizacji stezenia prolaktyny po odstawieniu
powyzszych lekéw dochodzi po ok. 3 dniach. W przy-
padku pacjentéw z objawami klinicznymi hiperprolak-
tynemii nalezy rozwazy¢ przerwe w leczeniu na 3 dni
lub zamiane stosowanego leku na inny niewywotujacy
hiperprolaktynemii (Melmed i wsp., 2011) i ponowne
oznaczenie stezenia prolaktyny w surowicy krwi. Jesli
jest to niemozliwe, mozna rozwazy¢ wiaczenie agonisty
dopaminy do terapii. Ostroznosé¢ we wtaczaniu agonisty
dopaminy wynika z doniesien, iz mimo leczenia nie
u wszystkich chorych udaje sie uzyskac¢ normalizacje ste-
zenia prolaktyny, a u niektérych dochodzi do zaostrzenia
objawéw psychotycznych.

Decyzja o przerwaniu lub zmianie leczenia nie
powinna by¢ podejmowana bez konsultacji z lekarzem
prowadzacym terapie lekiem, ktéry wywotat hiperpro-
laktynemie. Jesli nie nastapi normalizacja stezenia pro-
laktyny, albo jedli leczenie nie moze zostac przerwane,
anie ma dowodéw, ze hiperprolaktynemia jest skutkiem
stosowania danego leku, rekomenduje sie wykonanie
obrazowania uktadu podwzgérzowo—przysadkowego
za pomoca MR (Melmed i wsp., 2011).

Warto zaznaczy¢, ze The Endocrine Society (https://
www.endocrine.org/) nie rekomenduje leczenia bezob-
jawowej hiperprolaktynemii indukowanej lekami, nato-
miast sugeruje substytucje testosteronem w przypadku
dtugotrwatego hipogonadyzmu (Melmed i wsp., 2011).
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B Podsumowanie

Lekarze diagnozujacy hipogonadyzm, zaburzenia sek-
sualne, czy nieptodno$¢ u mezczyzn coraz czesciej
bedg sie spotykac ze zjawiskiem hiperprolaktynemii.
U duzego odsetka badanych stezenie prolaktyny bedzie
nieznacznie podwyzszone, co najczesciej bedzie powo-
dowane czynnikami fizjologicznymi, stresem, stosowa-
nymi lekami, i nie wymaga leczenia. Rzadziej spotykane
sa przypadki istotnej hiperprolaktynemii, ktére beda
wymagaty poszerzenia diagnostyki i wtaczenia leczenia
przyczynowego.
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linii. Nalezy poda¢ nazwisko autora (autoréw) pisane
kursywa z inicjatami imion, po ktérych stawiana jest
kropka. Jesli jest do szedciu autoréw, nalezy przytoczyé
wszystkich. Powyzej tej liczby nalezy podaé pierwszych

szedciu autoréw z dopiskiem i wsp. Tytutly periodykéw
powinny by¢ skracane zgodnie ze sposobem przyjetym
w Index Medicus (Medline).

Oto przyktady, jak nalezy cytowac ksigzke: 1)
w catosci, 2) fragment konkretnego rozdziatu wraz
zpodaniem numeréw stron, 3) oryginalng prace naukowa,
4) oryginalna prace naukowa w czasopismie elektronicz-
nymi (data przegladania i adres URL) i 5) strone inter-
netowa (nazwa strony — materiatu zrédtowego, adres
URL i date wejécia na strone):

1. Semczuk M., Kurpisz M. (red.): Andrologia. Wyd.

Lek. PZWL, Warszawa 2006.

2. Wozniak W., Bruska M., Kromer P.: Pecherzyki
nasienne, gruczol krokowy i gruczoty cew-
kowo-opuszkowe. ~ W:  Andrologia. Red.
M. Semczuk, M. Kurpisz. Wyd. Lek. PZWL,
Warszawa 2006, 94-89.

3. Kobori Y., Suzuki K., wahata T., Shin T., Sadaoka Y.,
Sato R. iwsp.: Improvement of seminal quality and
sexual function of men with oligoasthenoterato-
zoospermia syndrome following supplementa-
tion with L-arginine and Pycnogenol®. Arch Ital
Urol Androl. 2015, 87, 190-193. doi: 10.4081/
aiua.2015.3.190. PMID: 26428638

4. Walczak-Jedrzejowska R.: Stres oksydacyjny a nie-
ptodnoscé meska. Czes¢ I: czynniki wywotujace
stres oksydacyjny w nasieniu / Oxidative stress
and male infertility. Part I: factors causing oxida-
tive stress in semen. Post Androl Online. 2015, 2,
5-15. [przegladany: 07.10.2015 r.]. Dostepny w:
http://www.postepyandrologii.pl

5. Wiley Online Library http://onlinelibrary.wiley.
com/enhanced/doi/10.1111/andr.12051/, data
wejécia 07.10.2015 1.

Cytowane w tekscie pismiennictwo nalezy podac alfabe-
tycznie w okraglych nawiasach, wymieniajac pierw-
szego autora i podajac rok publikacji, np. (Bungum
iwsp., 2011; Chengiwsp., 2011).

Nazwiska autoréw prac wprowadzone w tekscie
powinny by¢ napisane kursywa, np.

,Wedtug Bungum i wsp. (2011) nalezy wprowadzi¢
okreslony algorytm leczenia nieptodnosci meskiej

w zaleznosci od standardowych parametréw semi-

nologicznych i wynikéw otrzymanych na podstawie

testu z wykorzystaniem oranzu akrydyny ujawniaja-
cego zaburzenia kondensacji chromatyny plemnikéw

(SCSA)..”

Pigmiennictwo powinno zawiera¢ publikacje innych
autoréw oraz wiasnej grupy badawczej, ktére s istotne
dla badan.

Materiat ilustracyjny obejmuje ryciny (wykresy,
diagramy, zdjecia, schematy) oraz tabele opatrzone
tytutami i podpisami. W przypadku rycin zaréwno
tytut, jak i opis powinny by¢ umieszczone pod ryci-
nami, a w przypadku tabel nad tabelami. Tytut tabeli
nalezy wyttusci¢. Podpisy rycin i tabel oraz ich tytuty,
a takze informacje wewnetrzne na rycinach i w tabelach
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nalezy poda¢ w jezyku polskim i angielskim (dotyczy
prac w jezyku polskim). Ryciny i tabele powinny by¢
opatrzone numerami zgodnie z kolejnoscia odniesien
w tek$cie. Osobna numeracje posiadaja ryciny i osobng
tabele (numery arabskie). Skrét Ryc. (pisany kursywa)
wprowadzamy w podpisie pod rycinami, natomiast
w tytule tabeli nie stosujemy skrétu Tab., lecz Tabela.
Nie stosujemy w tekscie podstawowym skrotéw ryc. lub
tab., lecz rycina lub tabela.

Mikrofotografie mikroskopowe powinny posiadac
wewnetrzng skale, a stosowane symbole, strzatki lub
litery musza by¢ wyraznie uwidocznione na tle. Zdolnos¢
rozdzielcza mikrofotografii nie powinna by¢ mniejsza niz
300 dpi. Stosowane znaki do opisu danej ryciny powinny
by¢ ujednolicone w catym artykule.

Stosowane oznaczenia i skréty na rycinach i w tabe-
lach powinny by¢ wyjasnione w opisie rycin i tabel, nie-
zaleznie do ich rozwiniecia w tekscie podstawowym.
Uwaga: pojedyncze ryciny badz ryciny ztozone z kilku
zdjec, wykreséw, diagraméw lub schematéw nalezy zin-
tegrowac z wewnetrznymi oznaczeniami.

Rozmiary rycin i tabel: szerokos¢ rycin i tabel
powinna wynosi¢ 17,3 cm lub 8,3 cm, natomiast ich
dtugo$¢ nie powinna przekraczaé 24,5 cm. Tekst bedzie
sktadany dwutamowo, dlatego tez szerokos¢ rycin i tabel
nie moze przekraczaé szerokodci jednego lub dwéch
tamaéw, z kolei dtugo$¢ moze by¢ dowolna, ale nie wieksza
niz dtugos¢ tamu; wielko$é powierzchni zadrukowane;
na stronie formatu A4 bedzie wynosita 24,7 cm/17,5 cm.

B Przesytanie prac do Redakgji

Prace nalezy przesta¢ elektronicznie na adres redaktora
naczelnego: mpiasecka@ipartner.com.pl

Tekst podstawowy, pismiennictwo oraz podpisy
rycin i tabel powinny by¢ umieszczone w jednym pliku
(Word), natomiast kazda rycina (format CDR, TIF, JPG)
i tabele (Word) w osobnych plikach. Tytut pliku zawie-
rajacy tekst manuskryptu powinien zawiera¢ nazwisko
autora do korespondencji oraz pierwsze stowa tytutu
artykutu, natomiast tytuty plikéw zawierajace ryciny
i tabele, obok nazwiska autora, powinny zawiera¢ numery
rycin i tabel.
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Do pracy nalezy dotaczy¢ oswiadczenie, ze m.n. praca
nie zostata opublikowana lub skierowana do publikacji
w innym czasopi$mie, zostala zaaprobowana przez
wszystkich wspétautoréw (wymagane sa podpisy
wszystkich autoréw) oraz zostaty ujawnione wszelkie
zrédta finansowania (o§wiadczenie dostepne na stronie
internetowej http://www.postepyandrologii.pl/pdf/
Oswiadczenie autorow.pdf).

B Publikowanie prac

Prace beda publikowane w kolejnosci otrzymywania,
jednak redakcja zastrzega sobie prawo zmian uzasadnio-
nych trescia drukowanego numeru. Ponadto zastrzega
sobie prawo wprowadzenia poprawek stylistycznych
i dotyczacych mianownictwa oraz stosowanych skrétéw
bez uzgodnienia z autorem.

Po zaakceptowaniu pracy do publikacji autorzy otrzy-
muja korekte drukarska. Celem korekty drukarskiej jest
sprawdzenie btedéw sktadu lub konwersji oraz komplet-
nosciidoktadnodci tekstu, tabel i rycin. Autorzy sg zobo-
wiazaniw ciggu trzech dni od otrzymania korekty dru-
karskiej przesta¢ ewentualne poprawki. Zmiana tytutu
i/lub autorstwa oraz wprowadzanie nowych wartosci
jest niedozwolone.

I Zasady udostepniania informagji
naukowych zawartych w czasopismie

Informacje zawarte w czasopi$mie sg udostepniane
na zasadzie Open Access - dostep do informacji naukowej
jest bezplatny i nieograniczony. Uzytkownicy moga
czytac, pobieraé, kopiowac, rozpowszechnia¢, drukowac,
wyszukiwad, taczy¢ informacje z pelnymi tekstami arty-
kutéw lub wykorzystywac je do jakichkolwiek innych
celéw zgodnych z obowigzujaca licencja CC BY NCND 3.0
Polska (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-
-nd/3.0/pl/legalcode). Licencja ta obliguje do uznania
autorstwa, zezwala na rozpowszechnianie, przedsta-
wianie i wykonywanie utworu jedynie w celach nieko-
mercyjnych oraz pod warunkiem zachowania go w ory-
ginalnej postaci (bez tworzenia utworéw zaleznych).
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