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INRODUCERE

Actualitatea temei si importanta problemei abordate

Sanatatea Reproducerii continua sa ramana o prioritate vitala pentru evolutia umana, ce sta
la baza sanatatii generale a populatiei, prosperarii si dezvoltarii omenirii. Organizatia Mondiala a
Sanatatii (OMS) a declarat infertilitatea o problema globala de sanatate, datorita prevalentei inalte
la nivel mondial si, Tn special, datorita anvergurii consecintelor negative asupra calitatii vietii [1-
4].

Cercetarile epidemiologice, la nivel mondial, estimeaza ca aproximativ 15% dintre cuplurile
de varstd reproductiva se confrunta cu probleme legate de sterilitate si infertilitate [5]. Tn fiecare
an, sunt documentate 60-80 de milioane de cupluri ce sufera de infertilitate, afectand toate rasele
si etniile, cu toate acestea, majoritatea lor fiind rezidenti din tarile in curs de dezvoltare si
dezvoltate [6]. Estimarile statistice ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii demonstreaza cruda
realitate: unul din fiecare patru cupluri din tarile dezvoltate nu poate obtine o sarcina, in timp ce
in Europa de Vest unul din fiecare sapte cupluri [7].

Infertilitatea este o problema medicala, economica si sociala, care reduce nivelul calitatii
vietii, Tn special, prin consecintele sale negative din punct de vedere psihosocial. Unele studii
psihosociale realizate la cuplurile cu probleme de reproducere au dezvaluit ca infertilitatea este o
adevdrata crizd a vietii, ce se caracterizeaza prin experiente stresante, inclusiv, frustrdri auto-
invinovatire si culpabilizare a partenerului, influentdnd semnificativ stabilitatea cuplului conjugal,
care poate conduce la violenta in familie si divort [8]. Mai mult, infertilitatea poate transforma o
problema individualizata de sanatate intr-o suferintd sociald, pentru ca infertilitatea
interactioneaza cu o retea complexa de relatii sociale, asteptari sociale si necesitati economice,
datorate de costurile Tnalte la tratament [9].

Infertilitatea prezinta o importantd problema la nivel national de reproducere in contextul in
care Republica Moldova se confrunta din ce in ce mai mult cu cresterea adresabilitatii cuplurilor
infertile, scaderii natalitatii si a sporului natural negativ constatat an de an [10].

Infertilitatea masculina este o problema medicala complexa in continud crestere din mai
multe motive. Unul din aceste motive este frecventa foarte inalta, deoarece, din toate cuplurile din
intreaga lume ce nu reusesc sa conceapa, factorul masculin fiind implicat in aproximativ 50% din
cazuri. Unele studii epidemiologice la nivel global argumenteaza ca factorul masculin contribuie

la infertilitatea cuplului in mai mult de jumatate de cazuri Tn unele regiuni din tarile dezvoltate.
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Cresterea incidentei infertilitatii masculine in tarile dezvoltate fiind datorata si cresterii numarului
de cupluri, care solicita pentru tratamente de infertilitate [4, 11]

Fondul infertilitatii masculine fiind extrem de eterogen, cel mai frecvent fiind cauzata de
tulburarile de spermatogeneza, clinic manifestatd prin azoospermie si oligospermie severa.
Azoospermia este identificatd la 1% in populatia masculind, in timp ce frecventa azoospermiei in
populatia barbatilor infertili variazd de la 10 pana la 15% [12]. Factorii genetici explica
aproximativ 30% dintre cazurile de infertilitate masculina asociate cu azoospermie[13]. Frecventa
inalta fiind justificata prin implicarea numeroaselor gene in controlul sexualizarii si reproducerii.
Dintre multiplele cauze genetice implicate in insuficientd spermatogenica, unele din cele mai
relevante clinic sunt: anomaliile cromozomiale; microdeletiile cromozomului Y si mutatiile genei
CFTR (gena Receptorului Canalului de Clor) [14, 15].

Importanta diagnosticarii genetice la barbatii cu azoospermie a crescut semnificativ datorita
progreselor in tehnicile de reproducere asistata cum ar fi, injectia intracitoplasmatica de sperma
(ICSIJ) si extragerii microchirurgicale de sperma (microTESE), ce ajutd cuplurile infertile sa aiba
propriii copii biologici.

Aceste evolutii au ridicat problema consecintelor genetice ale ICSI: preocuparile legate de
potentialul negativ al procedurii invazive si preocupdrile legate de riscul genetic. Consecintele
acestui fapt nu sunt de loc de neglijat, pentru ca exista riscuri asociate: pierderi de sarcind, copii
cu anomalii genetice, descendenti cu probleme de infertilitate [14, 16].

Examenul citogenetic, molecular genetic permite explorarea cauzei infertilitatii masculine
cu azoospermie [6]. Detectarea unui cariotip anormal si a diferitor mutatii ar trebui sa conduca la
o consiliere genetica cuprinzatoare, care sa includa toate informatiile despre tipul individual de
anomalie/polimorfism cromozomial, relevanta sa clinicd, posibila mostenire, riscul genetic al
infertile sa ia o decizie in cunostintd de cauza atunci cind aleg pentru o reproducere asistata
medical. Prin urmare, screening-ul citogenetic si molecular genetic continua sa ramana o buna
practicd pentru o diagnosticare adecvata, tratament, evaluare si prognostic [16, 18-20].

Lipsa unor norme nationale, pentru abordarea multilaterala a infertilitatii masculine a
justificat motivul de a initia un studiu multidisciplinar cu profesionisti din domeniul geneticii si
medicinii reproductive pentru optimizarea metodelor de reproducere asistata la cuplurile cu
azoospermie, pentru indicatiile testarii genetice, pentru a gestiona in mod corespunzator un cuplu

infertil cu azoospermie. Aceste constatdri argumenteaza actualitatea si necesitatea cercetarii
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temei, ,,Variatii genetice in infertilitatea masculina cu azoospermie”, pentru medicina
contemporana, cat si pentru cuplurile ce se confrunta cu infertilitatea, care doresc sd conceapa
copii sanatosi.

Scopul cercetarii: Studierea aspectelor clinice, paraclinice si a variatiilor genetice la barbatii

cu azoospermie Tn vederea optimizarii metodelor de reproducere asistata in cuplurile infertile.
Pentru realizarea scopului propus au fost stabilite urmétoarele obiective:

1. Analiza tendintei de modificare a indicatorilor calitativi si cantitativi a materialului
seminal;

2. Evaluarea clinica si paraclinica a barbatilor cu azoospermie, care se adreseaza in consultul
medico-genetic;

3. Testarea citogenetica, molecular-genetica si biochimica a barbatilor cu azoospermie si
interpretarea rezultatelor obtinute in contextul consultului medico-genetic;

4. Corelarea variatiilor citogenetice si molecular-genetice cu manifestarile fenotipice la
barbatii cu azoospermie;

5. Optimizarea algoritmului de diagnostic genetic al azoospermiei si metodelor de
reproducere asistata n infertilitatea masculind cu azoospermie cauzatd de variatii
cromozomiale, microdeletii Y si mutatii CFTR.

Metodologia generala a cercetarii

Pentru realizarea obiectivelor au fost efectuate doua studii stiintifice. Studiul descriptiv a fost
realizat in baza analizei rezultatelor spermogramei n=5767 dintr-un centru de reproducere umana
asistatd pe parcursul anilor 2012-2020. Acest studiu a permis evaluarea tendintei prin regresia
liniard a calitatii si cantitatii indicatorilor materialului seminal. Studiul transversal a cuprins
evaluarea a n=96 pacienti cu azoospermie, unde au fost utilizate metode clinice si paraclinice:
consultul medico-genetic; analiza materialului seminal; evaluari hormonale; metode genetice;
metode invazive cum ar fi biopsie testiculara, ICSI, FIV. Studiul citogenetic al anomaliilor
cromozomiale de numadr, de structurd echilibrate, polimorfismelor cromozomiale, de asemenea,
molecular genetic pentru depistarea diferitor mutatii care cauzeazad infertilitate la barbati cu
azoospermie inclusiv si corelatia acestora cu formele de infertilitate asociate ale acestora.
Noutatea stiintifica importanta solutionata

A fost demonstrata contributia genetica semnificativa la pacientii cu spermograma sever

afectatd - azoospermie. Cercetarea a permis identificarea anomaliilor si polimorfismelor
cromozomiale, evidentierea unor mutatii genice si clasificarea formelor citogenetice si molecular-

genetice 1n corelatie cu manifestarile fenotipice la pacientii cu infertilitate cauzata de azoospermie.
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Valoarea aplicativa a cercetarii

In scopul realizarii unui diagnostic etiopatogenetic complex al infertilititii, barbatii cu
azoospermie au fost investigati de o echipd multidisciplinara formata din specialisti in reproducere:
ginecologi; urologi; medici geneticieni si citogeneticieni.

Barbatii inclusi in investigatie au beneficiat de testare a cariotipului pentru evidentierea
profilului anomaliilor cromozomiale / polimorfismele cromozomiale, cat si investigarea
molecular- genetica pentru identificarea microdeletiilor cromozomului Y, mutatiilor in gena
CFTR, implicate in etiologia infertilitatii masculine, stabilirea corelatiilor acestora cu manifestarile
fenotipice si a ponderii lor la populatia RM.

Au fost initiate strategii adecvate in consultul barbatilor infertili cu azoospermie, care au inclus
toate aspectele privind tipul individual de anomalie, relevanta sa clinica, posibila mostenire, riscul
genetic pentru descendenti, oportunitatile de tratament si, la 0 eventuala sarcina, de diagnostic
prenatal.

In contextul intensificarii utilizarii tehnicilor de reproducere asistatd in tara noastra, evaluarea
genetica a partenerului masculin infertil este importanta atat pentru selectarea corecta a pacientilor
pentru acest tratament pentru obtinerea rezultatelor maxime, cat si pentru evaluarea riscului
genetic. Optimizarea algoritmului de diagnostic genetic in evaluarea barbatilor infertili cu
azoospermie cauzate de anomaliile cromozomiale si mutatii genice, va fi un suport metodologic
in vederea optimizarii consilierii genetice si va facilita luarea deciziilor informate atunci cand
cuplul opteaza pentru o reproducere asistatd medical.

Valoarea teoretica a cercetarii

Rezultatele obtinute in urma realizarii studiului vor contribui la imbunatatirea cunostintelor
teoretice ale tematicii variatiilor genetice in azoospermie in stiinta medicala din Republica
Moldova. Materialul complex ce are la baza subiectul barbatilor cu infertilitate cauzatd de
azoospermie, avand 1n vedere interconexiunea dintre contributia atdt anomaliilor si
polimorfismelor cromozomiale, cat si mutatiilor genice, cu eficientizarea tehnicilor de reproducere
asistatd a cuplurilor infertile datorate azoospermiei, poate fi utilizat ca suport de curs pentru catedra
de biologie moleculara si genetica umand a USMF ,,Nicolae Testemitanu”, cat si pentru medicii
din domeniul medicinei reproductive.
Aprobarea rezultatelor stiintifice

Aprobarea rezultatelor obtinute a fost realizatd in corespundere cu etapele fundamentale

ale studiului. A fost obtinut avizul pozitiv al Comitetului de Etica a Cercetarii al USMF , Nicolae

Testemitanu” pentru realizarea studiului (proces verbal nr. 48, la nr. 60, din data de 12.04.2018).
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Rezultatele studiului au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei comune a Catedrei de biologie
moleculard si geneticd umana ale USMF , Nicolae Testemitanu” (procesul verbal nr. 11 din
19.12.2022) si la Seminarul Stiintific de Profil, 312. Fiziologie, 315. Biochimie si biologie
moleculara, specialitatile, 312.01. Fiziologie normala si patologica, 315.01. Biochimie medicala,
315.02. Biologie moleculara si genetica medicala (din 24.02.2023). Aprobarea rezultatelor a fost
precum si in cadrul conferintelor si congreselor stiintifice nationale si internationale dupa cum
urmeaza: Conferinta Nationala de Pediatrie, 2018, — Actualitati in Pediatrie. Bucuresti, Romania,
2018; Scoala Medicala Pediatrica cu participare internationald editia VI Iasi, 2018; Conferinta
internationala, European Human Genetics, Milano Italia, 2018; Al V-lea Congres de Genetica
Medicalda cu participare internationala din Romania, 2018; Conferinta stiintificd anuald a
colaboratorilor si studentilor USMF , Nicolae Testemitanu”, Chisinau, 2018; Al XX-lea Congres
SNPCAR Societatea de Neurologie si Psihiatrie a Copilului si Adolescentului din Roménia, 2019;
Conferinta Internationala de Pediatrie Bienala Sibiu-Chisinau, Romania, 2019; Zilele USMF
,»Nicolae Testemitanu”, Chiginau, 2019; The 8th International Medical Congress for Students and
Young Doctor, Chisinau, 2020; Conferinta internationald de inventica ,,Pro Invent”, Cluj-Napoca,
Romania, 2020; A -1V Conferinta Nationald a Asociatiei de Medicina de Laborator din Romania,
2020; Congresul Consacrat Aniversarii a 75-a de la Fondarea USMF ,,Nicolae Testemitanu’’,
Chisinau, 2020; Congresul al XXI -lea al SNPCAR, Roménia, 2021; A 13-a Conferinta Nationala
a Asociatiei Medicilor de Laborator din Romania, Brasov, 2022; Conferinta Internationala de
Pediatrie ,,Actualitati in practica pediatrica: provocari si succese”, 2022. Premii de categorie
internationala, acordat de Societatea Romana de Genetica Medicala, 2019; Laureat al concursului
,performante in cercetare’’, USMF , Nicolae Testemitanu”, 2020; 2 Medalii de Aur, 2 Medalii de
Argint, 1 Medalie de Bronz: Saloanele Internationale de Inventica Specializata, 2021; Bursa de
Excelenta a Guvernului 2022.
Publicatii la tema tezei

Au fost publicate 45 lucrari stiintifice la subiectul tezei, inclusiv: 16 articole, dintre care 5
in reviste din baze de date internationale, (1 articol in revista citatda SCOPUS); 11 articole n reviste
din Registrul National al revistelor de profil, (categoria B+, B, C); 21 teze in lucrarile conferintelor
si congreselor stiintifice internationale si 8 nationale. Au fost obtinute: 1 Brevet de inventie; 12
certificate de inovator; 6 acte de implementare. Implementarea rezultatelor a fost inregistrata in
procesul stiintifico-practic in urmatoarele subdiviziuni: in procesul stiintifico-didactic al Catedrei
de biologie moleculara si genetica umana a USMF ,,Nicolae Testemitanu”; in Laboratorul de
Genetica Moleculara Centrului Medical Repromed; in Laboratorul de Genetica Molecularda Umana

IMSP Institutul Mamei si Copilului.
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1. PARTICULARITATILE INFERTILITATII MASCULINE CU
AZOOSPERMIE

1.1. Infertilitatea masculina: notiuni generale, epidemiologie, etiologie

Tulburarile de reproducere umane (TR) se caracterizeaza prin incapacitatea unui individ/cuplu
de a concepe natural (sterilitate primara), sau prin incapacitatea de a mentine o sarcina, sau de a
da nastere unui copil viu, sanatos (infertilitate) [21].

Conform Comitetului International pentru Monitorizarea Tehnologiei de Reproducere Asistata
si Organizatiei Mondiale a Sanatatii, Infertilitatea reprezinta lipsa sarcinii la un cuplu de varsta
fertila, dupa un an de raporturi sexuale regulate, fara folosirea mijloacelor anticonceptionale
(definitie recomandata atat pentru practica clinica, cat si pentru cercetare) [3, 22, 23].

Infertilitatea masculina se refera la incapacitatea unui barbat de a rezulta sarcina in cuplu la o
femeie fertila. A fost demonstrat cd la baza fertilitatii masculine std cantitatea si calitatea
materialului seminal. Atunci, cand cantitatea spermei ejaculate este redusa sau este de slaba
calitate, va fi aproape imposibil de a concepe un copil. Conform OMS infertilitatea datorata
»factorului masculin” este explicata ca o modificare a concentratiei de sperma si / sau a motilitatii
si / sau morfologiei in cel putin un esantion de doua analize de sperma, colectate la un interval
intre ele de una si patru saptamani. Astfel, barbatii care prezintd parametrii spermogramei sub
valorile normale, stabilite de OMS, sunt considerati cu probleme de infertilitate [12, 24, 25]

Azoospermia este definita ca absenta completa a spermatozoizilor in ejaculat care afecteaza
aproximativ 1% din populatia masculina si poate fi usor diagnosticata prin utilizarea unor tehnici
simple de microscopie. Desi o lipsd completd de spermatozoizi in ejaculat poate fi un prognostic
descurajant pentru pacient, trebuie remarcat faptul ca azoospermia nu Tnseamna neaparat
infertilitate ireversibild. De exemplu, pacientul poate avea azoospermie obstructiva sau
neobstructiva, iar tipul de azoospermie coreleaza cu gradul de fertilitate [26].

Oligozoospermia se caracterizeaza printr-un numar scazut de spermatozoizi in materialul
seminal. Pentru a fertiliza o femeie, este necesara o cantitate suficienta de spermatozoizi n
ejaculat. Conform definitiei OMS din anul 2009, daca numarul de spermatozoizi este mai mic de
15 milioane de spermatozoizi pe mililitru (ml), atunci starea respectivd poartd denumirea de
oligospermie. Oligospermia poate fi clasificata in trei categorii:

- Oligozoospermia usoara, atunci cand numarul de spermatozoizi este cuprins intre 10 si 15

milioane de spermatozoizi / ml;

- Oligozoospermia moderata este diagnosticata atunci cand numarul de spermatozoizi se

situeaza intre 5 si 10 milioane de spermatozoizi / ml;
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- Oligozoospermia severa atunci cand numarul de spermatozoizi este cuprins intre 0 si 5

milioane de spermatozoizi / ml [27].

S-a estimat la nivel mondial ca circa 7% dintre toti barbatii de varsta reproductiva sunt infertili,
acest numar variaza in limitele 2,5-15% in diferite regiuni geografice [11, 28, 29]. In Europa
Centrala si de Est numarul barbatilor infertili fiind de la 8 pana la 12%, in Australia de 8% pana
la 9%, Europa de 7,5%, Africa 2,5-4,8% si America de Nord demonstreaza rate de infertilitate
masculini de 4,5-6% [11, 30]. Tn multiple surse de specialitate ponderea cuplurilor infertile la nivel
global este de 15%, iar in aproximativ jumatate din cazuri sunt datorate factorului masculin. Acest
procent, de asemenea, variaza in diferite regiuni cu o prevalenti mai mare in tarile dezvoltate. Tn
Figura 1 sunt reprezentate cazurile de infertilitate masculina la nivel mondial. Astfel, se observa
ca n Orientul Mijlociu factorul masculin este implicat in 60-70% din cazuri de infertilitate, in
Europa Centrala si Est in 55.73%, in America Latind in 52%, in Europa si America de Nord in
50% si in Asia si Africa in jur de 40%. Cresterea incidentei infertilitatii masculine in tarile
dezvoltate fiind datoratd si cresterii numarului de cupluri care solicita pentru tratamente de
infertilitate, cum ar fi injectia intracitoplasmaticd de sperma (ICSI) si Fertilizarea in Vitro (FIV)
[4, 11].

Africa
43%

Figura 1. Procentajul cazurilor de infertilitate din cauza factorului masculin in diferite regiuni ale
lumii [11]

europene generale. De mentionat faptul, ca actuala situatie demografica a tarii este rezultatul
cumulat al evolutiei fertilitatii, mortalitatii si migratiei externe din ultimele doud decenii. Ca
urmare, Republica Moldova este printre statele cu cea mai inalta rata de infertilitate dintre statele

europene si din spatiul post - sovietic. S-a estimat ca aproximativ 22 de cupluri din 100 nu pot
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concepe copii. Statisticile demonstreaza o reducere importantd a ratei de fertilitate, valoarea
acestui indicator scazand de la 2,3, in anul 1980, pana la 1,26 nasteri per femeie in anul 2020.
Conform scenariului actual, odata cu diminuarea progresiva a fertilitatii, catre anul 2035, efectivul
populatiei tarii poate sa se micsoreze cu 28,4% [31].

Totodata, studierea problemei legate de infertilitate, in special masculina, Tn Republica
Moldova este dificila din cauza ca, la momentul actual, nu exista un sistem national de evaluare a
adresabilitatii cuplurilor infertile, iar lipsa indicatorilor nationali face imposibila estimarea
dimensiunii actuale a fenomenului. Traditional, in tara noastra, pentru servicii medicale in caz de
infertilitate apeleaza femeile, iar barbatii, de obicei, sunt invitati pentru investigatii, diagnostic si
tratament. Colectarea nesistematicd a datelor privind unii indicatori, cum ar fi infertilitatea,
natalitatea, afecteaza capacitatea autoritatilor publice de identificare a problemelor si necesitatilor
posibile, pentru organizarea si desfasurarea unor masuri eficiente in domeniul sanatatii
reproducerii [31].

Infertilitatea este o tulburare a sistemului reproducator extrem de complexa, heterogena, care
afecteaza atat barbatii, cat si femeile, sau ambii parteneri. Cauzele infertilitatii pot fi impartite in
patru mari categorii: 1) factorul feminin; 2) factorul masculin; 3) de cuplu, care sunt datorate
cumulat atat infertilitatii feminine, cat si masculine; 4) infertilitate idiopatica, inexplicabila. Este
greu de atribuit valoarea exacta pentru fiecare dintre aceste categorii. Cu toate ca, indicele
mentionat este raportat in general, circa 40% din cazuri de infertilitate se datoreaza unei cauze
feminine, 40% - cauze masculine, iar 20% - anomaliilor detectate la ambii parteneri [18, 32]. Tn
circa 25-30% din cupluri, nu este identificatd nici o cauza, iar infertilitatea este considerata
idiopatica [33, 34]. Este evident ca, evaluarea potentialului de fertilitate al partenerului masculin
reprezinta o parte importanta in evaluarea unui cuplu, care nu a reusit sa atinga sarcina. Aceasta
evaluare trebuie realizata simultan cu evaluarea partenerului feminin, dar in prezent ea nu este
efectuata in cel putin 18% din cazuri [28].

Termenul de infertilitate masculind nu constituie un sindrom clinic definit, ci, mai degraba, o
colectie de conditii eterogene. Cel mai frecvent, in proportie de 75%, infertilitatea masculina este
cauzatda de tulburdrile de spermatogenezd, clinic manifestatda prin astenozoospermie,
teratozoospermie, oligospermie si azoospermie [35]. Cele mai semnificative dintre acestea sunt
concentratia scazutd a spermatozoizilor (oligospermie), motilitatea scazutd a spermatozoizilor
(astenospermie) si morfologia anormala a spermatozoizilor (teratospermie). Conform surselor de
specialitate, 90% din problemele de infertilitate masculina sunt legate de numarul
spermatozoizilor. Volumul de sperma si alti markeri seminali ai functiei epididimale, prostatice si

a veziculei seminale, sunt mai putin asociati cu infertilitatea [36-38]. Etiologia producerii si
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functiei de sperma afectatd poate fi legata de diferiti factori congenitali sau dobanditi, care
actioneaza la nivel pre-testicular, post-testicular sau direct la nivel testicular. Tn pofida multor
esecului testicular ramane necunoscuta in proportie de 50% din cazuri si este denumita infertilitate
idiopatica [39]. Prevalenta la nivel pre-testicular afecteaza barbatii in proportie de 5-10%. Aceasta
categorie de infertilitate include in principal doua tipuri de afectiuni patologice: Hipogonadismul
hipogonadotrop (HH) si tulburdri de copulatie (disfunctie erectild, tulburiri de ejaculare). In
proportie de 10-20% sunt detectate anomalii la nivel testicular, din care cele mai frecvente sunt
leziunile obstructive / neobstructive ale tactului seminal, infectii si boli inflamatorii ale glandelor
accesorii si infertilitate autoimuna. De mentionat, cd un numar mare de patologii pot conduce la
o insuficienta testiculara ce prevaleaza la barbati in proportie de 65-75%. In aceasta categorie se
includ afectiuni congenitale (criptorhidism, in special, forme bilaterale, anorhidie bilaterald);
afectiuni de natura vasculara, torsiune testiculara de cordon, varicocel, forme iatrogene (cauzate
de medicamente gonadotoxice, chimio/radioterapie, chirurgie inghinald anterioard); unele boli
provocate de factorii patogeni cum ar fi epididimita, orhita, hidrocelul [29, 40].

Tn fiecare dintre cele trei categorii de la nivel pre-testicular, testicular si post-testicular pot fi
identificati factori genetici, fapt care se explica prin implicarea numarului impunator de gene (circa
2.000), care se expreseaza in tesutul testicular si Controleaza diferentierea organelor sexuale,
homeostazia hormonala, spermatogeneza [29]. Spermatogeneza acopera o retea complexa a
proceselor care apar in tubii seminiferi ai testiculelor. Procesele ulterioare ale spermatogenezei pot
fi descrise ca: (1) proliferarea spermatogoniei; (1) diferentierea spermatogoniilor in spermatocite;
(M) diviziunea meiotica a spermatidelor rotunde; si (IV) eliberarea de spermatozoizi maturi
extrem de specializati in lumenul tubular testicular [24]. Tinand cont de numarul impunator de
gene implicate in spermatogeneza, din care doar o micd parte au fost identificate si analizate,
Online de Mostenire Mendeliana la Om (OMIM) sunt peste 200 de afectiuni genetice asociate cu
infertilitate masculina, de la cele mai frecvente prezentari clinice ale infertilitatii, pana la cele mai
rare si complexe sindroame, in care semnele si simptomele sunt dincolo de probleme de
reproducere. Potrivit unui studiu efectuat in anul 2002 de catre o echipa de cercetatori din Olanda,
care au evaluat riscul genetic Tn diverse patologii implicate in infertilitatea masculind pe un
esantion de 150 de barbati cu spermograma sever afectata, 21,7% din barbatii cu criptorhidism,
20% cu varicocel, 66% cu absenta congenitala bilaterala a canalului deferent (CBAVD) si 31.7%

fara semne clinice clare au prezentat o cauza genetica [42].
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Se presupune ca aceste anomalii idiopatice ale spermatozoizilor sunt cauzate, de asemenea, de
mai multi factori, inclusiv, stresul oxidativ, anomalii genetice/epigenetice necunoscute si
perturbari endocrine cauzate de factorii de mediu [42]. Motilitatea spermei depinde de constitutia
genetica a individului/celulelor progenitoare ale spermatozoizilor, ce codifica calitatea
microtubulilor, mitocondriilor care oferda energie pentru miscarile spermatozoizilor [43].
Majoritatea modificarilor ADN-ului, ce au loc in procesul de tranzit de la testicule la ejaculare,
sunt cauzate de stresul oxidativ, care provoaca deteriorarea ADN-ului bicatenar. Stresul oxidativ
face parte din categoria factorilor socio-psiho-comportamentali, cum ar fi dieta deficitara,
utilizarea tehnologiilor timp indelungat. Aici se adauga stresul psihologic, fumatul si consumul de
alcool, care sunt factori de risc modificabili ale numarului de spermatozoizi mobili, ceea ce atrage
o atentie deosebita si ar necesita sa fie luat in considerare in procesul de culegere a istoricului
medical, dar pentru care, in prezent, dovada stiintifici nu este pe deplin argumentata [44]. Tn unele
cazuri, un stil de viata sanatos, tratamentul etiologic corect poate imbunatati fertilitatea barbatilor.
Cu toate acestea, in cazul in care nu se reuseste, cuplurile pot recurge la tehnologiile de reproducere

asistata (TRA) cum ar fi FIV cu ICSI, pentru a obtine sarcina.

1.2. Azoospermia: definitie, clasificare, epidemiologie

Lipsa totald a spermatozoizilor din lichidul seminal recoltat sau ejaculat este denumita
azoospermie, fiind si cea mai severa forma de infertilitate masculind. Azoospermia este identificata
la 1 % din populatia masculind, n timp ce frecventa azoospermiei in populatia barbatilor infertili
variazd de la 10 pana la 15% [12-14, 45]. In Republica Moldova, frecventa barbatilor cu
azoospermie in randul populatiei infertile, in perioada anilor 2012-2018, este de 4,3% [46].
Anterior, barbatii cu azoospermie au fost clasificati cu infertilitate ireversibila, si utilizare unui
donator de spermatozoizi a fost considerati una dintre cele mai bune optiuni de concepere. in
prezent, datorita tehnicilor avansate de reproducere asistata, cum ar fi ICSI si TESE, barbatii cu
azoospermia chiar si cu cea mai severa forma de infertilitate pot avea proprii copii biologici.

Diagnosticul initial al azoospermiei este confirmat atunci cand nu se pot detecta spermatozoizi
n lichidul seminal centrifugat la examenul microscopic de rezolutie mare in cel putin de doua ori
consecutive, la un interval de minim 2 saptamani. Conform Manualului de laborator pentru
examinarea si prelucrarea materialului seminal uman al OMS din 2010, recomanda centrifugarea
lichidului seminal timp de 15 minute la o viteza de centrifugare, de preferinta, 3000g sau mai mare
[47].

Pentru elucidarea cauzei azoospermiei, se va recurge ulterior la 0 examinare medicala initiala,

ce va include istoricul medical si sexual detaliat, evaluarea profilului hormonal, examinarea fizica
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a organelor genitale externe. Istoricul relevant include: 1) fertilitate anterioara; 2) boli din
copildrie, cum ar fi orhitd virald sau criptorhidie; 3) traumatisme genitale sau interventii
chirurgicale anterioare in regiunea pelviana sau inghinald; 4) infectii precum epididimita sau
uretrita; 5) expuneri la gonadotoxine, cum ar fi radioterapia anterioard / chimioterapia, febra
recentd sau expunerea la cdldurd si medicamente curente; si 6) istoric familial de anomalii
congenitale la nastere, retard mental, tulburari de reproducere sau fibroza chistica.

Examenul fizic evalueaza: 1) dimensiunea si consistenta testiculelor; 2) caracteristicile sexuale
secundare, inclusiv habitusul corporal, distributia parului pe intreg corpul, prezenta ginecomastiet,
3) prezenta congenitala bilaterald a canalului deferent; 4) consistenta epididimidelor; 5) prezenta
unui varicocel; 6) examinarea clinica a prostatei.

Evaluarea hormonala initiala include masurarea nivelului de Testosteron seric si Hormonului
Foliculostimulant (FSH) [45]. In 70% din barbati examinati, aceasti evaluare preliminard va
identifica cauza, in restul de 30% dintre barbati vor necesita testari suplimentare, cum ar fi testarea
genetica pentru a elucida cauza de baza [14].

Evaluarea cauzei barbatilor cu azoospermia are ca scop: 1) sa stabileascd daca cauza
azoospermiei este susceptibila terapiei; 2) sa identifice eventualele optiuni adecvate de tratament;
si 3) sa stabileasca daca este o tulburare medicala semnificativa ce cauzeaza azoospermia [12].

Desi existd numeroase cauze ale azoospermiel, etiologiile acestei afectiuni se incadreaza in
doua categorii generale: azoospermia obstructiva si azoospermia non-obstructiva. Azospermia
obstructiva, care cuprinde 40% din cazurile de azoospermie, se refera la cauzele post-testiculare,
si este insotitd, de obicei, de conservarea functiei exocrine si endocrine normale, cu
spermatogeneza normald in testicule. Azospermia obstructivd este produsa de obstructii ale
epididimului sau ale canalelor deferente care impiedicd spermatozoizii sd ajunga la orice locatie a
tractului reproducator masculin. Azospermia non-obstructiva reprezintd 60% din cazurile de
azoospermie si este clasificata in doud mari categorii: pre-testiculard si testiculara. Cauzele
azoospermiei pre-testiculare sunt, relativ, rare si includ anomalii endocrine, care afecteaza negativ
asupra spermatogenezei (insuficienta testiculard secundard). In mare parte, ele sunt datorate
Hipogonadismului Hipogonadotrop congenital cu scadere a nivelurilor hormonului LH si FSH, cu
dimensiuni mici Tn volum ale testiculelor. Cauzele azoospermiei testiculare (insuficienta
testiculara primara) implica tulburari intrinseci ale spermatogenezei in interiorul testiculelor [12].
Azoospermia non-obstructiva rezultatd de insuficienta testiculara primara se caracterizeaza prin
valori crescute ale hormonului LH, si FSH, testicule mici in dimensiuni ce afecteaza pana la 10%

dintre barbatii, care prezinta infertilitate. Fiecare etiologie a azoospermiei este asociata cu un
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prognostic diferit, de la restabilirea productiei de spermatozoizi in tractul reproducitor, pana la
prezenta sau lipsa spermatozoizilor in tesutul testicular [24].

De remarcat cd, o parte din anomalii pre-testiculare si post-testiculare care provoaca
azoospermie pot fi reversibile, fapt care face posibila refacerea potentialului de fertilitate.
Totodata, tulburarile testiculare, Tn mare parte, sunt ireversibile, iar ratele de succes ale
interventiilor asociate cu anomalii testiculare intrinseci sunt, semnificativ, mai mici. Esecul
testicular primar in combinatie cu azoospermia, este cel mai bine gestionat prin recoltarea spermei
testiculare pentru o eventuala procedura ICSI. Cu toate acestea, etiologia exacta ar trebui sa fie
determinata in fiecare caz separat, iar tratamentul poate imbunatati considerabil ratele de succes
ale recuperdrii spermei [12].

Azoospermia non-obstructiva prezinta o etiologie heterogena dintr-o multitudine de factori,
cum ar fi: temperatura nalta, radiatiile, medicamentele, varicocelul, infectiile, cancerul etc. Dintre
cauzele multiple, etiologiile genetice contribuie semnificativ la dezvoltarea acestei afectiuni in 21-
29% din cazuri, in timp ce 12-41% din cazurile azoospermice sunt idiopatice si cel mai probabil
legate de factori genetici necunoscuti. Aceste defecte genetice pot duce la o absenta totala de
spermatogeneza numita si ,,Sindromul Celulelor Sertoli” (SCO) sau o oprire de maturizare a

spermatogenezei [25, 48].

1.3. Cauze genetice ale azoospermiei

Barbatii cu azoospermie prezinta cel mai mare risc de a fi purtatori de anomalii genetice (25%),
iar acest risc scade progresiv odatd cu cresterea formarii de spermatozoizi (Tabelul 1). Tn epoca
tehnologiilor de reproducere asistata, in care sunt eliminate barierele naturale pentru fertilizarea
ovulelor, definirea defectului genetic care st la baza infertilitatii are si mai multa relevantd decat
inaintea acestor tehnologii. Diagnosticarea unei cauze genetice de infertilitate are o semnificatie
clinica evidenta, deoarece ar putea avea implicatii asupra sandtatii reproductive si a sanatatii
generale a pacientului si a copiilor sai [49, 50]

A fost argumentat faptul ca, pacientii cu numar redus de spermatozoizi si azoospermie non-
obstructiva prezinta un risc crescut pentru anomaliile cromozomiale. Din datele prezentate de mai
multi autori, prevalenta anomaliilor cromozomiale in populatia generalda a barbatilor infertili
variaza de la 2% pana la 7%, ceea ce reprezinta o crestere de 8-10 ori, in comparatie cu grupul de

nou-nascuti neselectati [49].
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Tabelul 1. Clasificarea anomalilor genetice ce duc la azoospermie la nivelurile post-testiculare
(azoospermie obstructiva), pre-testiculare si testiculare (azoospermie non-obstructiva) [13]

Azoospermia Obstructiva din Cauza genetica

Fibroza Chistica (CFTR)

Absenta congenitala bilaterald a canalului deferent (CBAVD)

Absenta congenitald unilaterald a canalului deferent (CUAVD)

Obstructie epididimala bilaterald congenitald si Vasa normala

Sindromul Young

Azoospermia Non-obstructiva din Cauza genetica, la nivel pre-testicular

Hipogonadismul Hipogonadotrop hipotalamic

Hipogonadismul Hipogonadotrop Congenital

Hipogonadismul Hipogonadotrop hipotalamic genetic cu debut la adulti

Tulburari hipofizare asociate cu hipogonadismul

Deficitul generalizat de hormonul hipofizar anterior

Deficienta selectiva de gonadotropina

Azoospermia Non-obstructiva din Cauzi genetica, la nivel testicular

Afectarea Spermatogenezei si a productiei de androgeni

Sindromul Klinefelter

Sindromul XX la barbati

Mutatie X-lincatd in gena USP26

Mutatie X-lincatd in gena SOX3

Anorchia bilaterala

Sindromul Noonan

Mozaicism 45 X / 46XY (disgeneza gonadala mixta)

Afectarea spermatogenezei

Microdeletei ale cromozomului Y

Translocatii ale cromozomilor autozomi

Boli monogenice

Boli multifactoriale (ex. Criptoorhidism)

Afectarea productiei sau actiunii de androgeni

Mutatia Receptorului Androgenic (AR)

Proteina de reglare acuta steroidogena Mutatia StAR

Deficientd 3BHSD tip 2

Mutatia SRD5A2

Disfunctii ale cailor de reglementare ale celulelor

Defecte epigenetice

Anomalii genetice la nivelul celulelor germinale primordiale

In grupurile de pacienti cu oligozoospermie moderati, anomaliile cromozomiale sunt

detectate in aproximativ 4% [51]. In timp ce la pacientii azoospermici prevalenta variatiilor
cromozomiale a fost raportata intre 15% si 25%, in functie de subgrup a barbatilor azoospermici
studiati [52]. Frecventa anomaliilor cromozomiale este invers corelatd cu concentratia de
spermatozoizi. Datorita frecventei inalte a anomaliilor cromozomiale in randurilor barbatilor cu
azoospermie non-obstructiva si oligozoospermie moderata, cariotipul este primul test genetic care

trebuie efectuat la pacientii cu tulburari de spermatogeneza cantitative. Aditional, acest test genetic
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este indicat barbatilor cu istoric familial de avorturi recurente, malformatii, tulburari cognitive de
dezvoltare sau infertilitate indiferent de concentratia de sperma [51].

Anomaliile cromozomiale detectate prin analiza cariotipului la barbatii infertili pot fi
numerice sau structurale, cu implicarea cromozomilor de sex sau autozomi [5, 50]. Multitudinea

cauzelor cromozomiale ale azoospermiei este redata in urmatoarea clasificare.

Clasificarea cauzelor cromozomiale ale infertilitatii masculine/azoospermie
Aberatii cromozomiale
1. Cromozomii sexuali
o 47 XXY (sindromul Klinefelter)
o 47 XYY sialte YY-aneuploidii
e 46,XX la barbati (Sindromul de la Chapelle)
o 45X/46,XY Disgenezia gonadald mixta
e Aberatii structurale ale cromozomului Y
= Deletii
= Cromozom Inelar
= |zocromozom
= Inversii
= Translocatii
2. Autozomi
e Translocatii (Reciproce, Robertsoniene)
e Inversii
e Alte variatii structurale (Extra sateliti, marcheri cromozomiali)
3. Polimorfisme cromozomiale
e Y(Qt
e C(Cresterea/reducerea pericentromerica a heterocromatinei

e Sateliti de dimensiuni mari/duplicatii pe cromozomii acrocentrici [20].

Cariotipurile anormale pot avea consecinte clinice pentru pacientii insisi, precum si pentru
potentialii urmasii ai lor [50]. In majoritatea cazurilor, se considerd ca modificarile structurale si
numerice cromozomiale pot cauza defecte spermatogene prin interferenta lor cu sinapsa
cromozomilor in timpul meiozei. In sprijinul acestei ipoteze, rezultatele studiilor efectuate pe
soareci au ardtat cd regiunile asinaptice ale cromozomilor pot declansa mecanismul de control al

meiozei pentru a elimina spermatocitele. Alte mecanisme patogene potentiale sunt legate de
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efectele directe asupra expresiei genelor in cazul cand genele sunt tinte ale rearanjarilor
cromozomiale (cum ar fi punctele de intrerupere, duplicari si deletii). Aceste rearanjari ar putea
elimina promotorii sau intrerupe secventele genelor implicate in spermatogeneza. Anomalii
cromozomiale, in special, cele ce implica rearanjari cromozomiale echilibrate, sunt asociate cu
cresterea riscului de avort sau nasterea copiilor cu anomalii cromozomiale. Riscul unui cariotip
neechilibrat depinde de comportamentul de segregare a cromozomilor derivati in timpul meiozei,

de dimensiunea si natura segmentului cromozomial translocat sau inversat [49].

Aneuploidii cromozomiale: 47,XXY Sindromul Klinefelter; 46,XX; 47, XYY ; 45,X/46,XY

Anomaliile cromozomiale de numar ale cromozomilor sexuali sunt cele mai frecvente la
barbatii azoospermici. Cea mai frecventa anomalie cromozomiald gonozomala Tn azoospermia
non-obstructivd este Sindromul Klinefelter, in timp ce anomaliile structurale autosomale
(translocatii si inversii) sunt mai frecvente la barbatii cu oligozoospermie. Frecventa sindromului
Klinefelter este de 1:500 pand la 1:1.000 barbati (Genetics Home Reference) si in randul
pacientilor infertili de 10-15% dintre azoospermici si 2-5% din barbatii oligozoospermici au
raportat acest sindrom [35]. Se estimeaza ca, sindromul Klinefelter provoaca 1-3% din totalul
cazurilor de infertilitate masculina [53].

Sindromul Klinefelter este o anomalie cromozomiala gonozomald cauzatd de prezenta unui
sau mai multor cromozomi X suplimentari, de obicei, dobanditi prin non-disjunctie in timpul
gametogenezei materne sau paterne [54, 55]. Pentru prima data a fost descris de Harry Klinefelter
in 1942, ca o afectiune caracterizatd prin ginecomastie, hipogonadism hipergonadotropic si
infertilitate datorata azoospermiei, dar cu variatii semnificative Tn fenotip [56, 57]. Tn anul 1959,
Jacobs Strong a constatat prezenta cromozomului X suplimentar (22 perechi de autozomi, doi
cromozomi X si un cromozom Y) in cariotipul pacientilor si a descris setul de cromozomi al
sindromului Klinefelter. Ulterior, Tn 1965, Jacobs si Townes au cercetat si au descris diferite
variante de modificari ale cromozomilor sexuali in cazul manifestarilor clinice a acestei patologii
[58].

Aproximativ 80-90% dintre pacientii cu sindromul Klinefelter prezinta un cariotip 47, XXY
uniform — forma clasica, Tn care este prezent un cromozom X suplimentar in toate compartimentele
somatice si ale celulelor germinale. Restul 10-20% prezintd cromozomi X supranumerari, Cum ar
fi (48, XXXY; 48, XXYY; 49, XXXXY), sau mozaicism 46,XY/47,XXY, sau cu implicarea
anomaliilor de structura ale cromozomului X [53, 55, 59, 60].

Sindromul Klinefelter prezinta heterogenitate atat citogenetica, cat si fenotipica. Semnele

si aparitia simptomelor depind si de vérsta pacientilor. In plus, fenotipul tinde sa se inrautiteasci
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cu varsta inaintata. Studierea particularitatilor fenotipice in diferite perioade ontogenetice de
dezvoltare, prepubertara, pubertard permit identificarea semnelor sugestive pentru diagnosticarea
sindromul Klinefelter [61]. Desi au trecut mai multi ani de la descoperirea patologiei, in ciuda
progresului pe care I-a facut genetica medicala, datele din literatura confirma faptul ca sindromul
Klinefelter este pe scara larga subdiagnosticat, din cauza fenotipului variabil si a caracterizarii
insuficiente a sindromului. Conform estimarilor lui Abramsky si Chapple, pana la 65% din
pacientii cu sindromul Klinefelter nu sunt niciodata diagnosticati, in timp ce 10% dintre cei afectati
sunt diagnosticati prenatal si doar 25% sunt diagnosticati in prepubertate si pubertate sau la varsta
adultd. Multi barbati cu acest sindrom sunt diagnosticati doar la varsta adultd din cauza
infertilitatii, hipogonadismului, azoospermiei. Cauza infertilitatii fiind motivul principal al
adresarii pacientilor la clinicile de reproducere asistata [53]. Doar un procentaj mic al fetusilor cu
sindromul Klinefelter sunt diagnosticati prenatal, diagnosticarea fiind posibila doar dupa examenul
citogenetic a cariotipului fetal in urma amniocentezei datoritd varstei avansate a mamei. Pana in
prezent, semne ecografice sau markeri serici nu sunt sugestive pentru sindromul Klinefelter, ceea
ce Tnseamna ca nu existd un mod eficient de a examina populatia prenatal, in afara de analiza
cariotipului.

In copilarie, sindromul Klinefelter poate fi suspectat datorita taliei Tnalte, aspectului gracil,
prezentei micropenisului, intarzierii vorbirii, dificultatii de adaptare si de invatare la scoald. Copiii
cu cariotipul 47,XXY pot prezenta un hipogonadism, iar reducerea cresterii penisului in copilaria
timpurie poate indica deficitul de androgeni.

La inceputul pubertatii la baietii cu sindromul Klinefelter, testicule cresc, initial, la
aproximativ 4 ml in volum si dupa aceea se micsoreaza la dimensiunea patologica a adultilor mai
mica de 4 ml. Nivelurile de FSH, LH si testosteron sunt in norma in timpul perioadei prepubertate
la baietii cu sindromul Klinefelter, dar prezinta o crestere a FSH si LH si o scadere a testosteronului
dupa debutul pubertatii [62]. Diagnosticarea sindromului in aceasta perioada este importantd
pentru conservarea fertilitatii si initierea Tnlocuirii de androgeni, deoarece la inceputul pubertatii
existd posibilitatea recuperarii spermatozoizilor din ejaculat sau din tesutul testicular prin TESE.
In etapa intermediara de pubertate, apar modificiri progresive tubulare, cum ar fi apoptoza
celulelor germinative si scleroza, de asemenea, hialinizarea tubilor seminiferi [63].

In perioada postpubertara, principalele semne clinice ale sindromului Klinefelter in forma
sa clasica, sunt infertilitatea, hipogonadismul hipergonadotrofic si ginecomastia. Tnlocuirea
celulelor testiculare cu tesut fibros determina: absenta secretiei de testosteron; azoospermie;
hipoplazie testiculard. Azoospermia in sindromul Klinefelter este consecinta degenerarii celulelor

germinale progresive, incepand de la mijlocul pubertatii, perioada critica in care functioneaza si
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celulele Sertoli In asociere cu o fibroza extensiva si hialinizarea tubilor seminiferi si a hiperplaziei
interstitiului si Celulele Leydig [60, 61].

Severitatea tabloului clinic in sindromul Klinefelter fiind direct proportionald cu numarul
cromozomilor X suplimentari. Prezenta unui cromozom suplimentar poate provoca niveluri mai
ridicate de exprimare a genelor si de produse genice la diferite niveluri. De asemenea, modelul de
interactiune al proteinelor codificate de cromozomul suplimentar poate influenta severitatea unei
trisomii. Genele de pe cromozomii X suplimentari sunt inactivate, prin mecanismul epigenetic de
inactivarea a unuia din cromozomii X sau heterocromatinizare. Acest mecanism a fost propus de
Mary Lyon Tn 1961, motiv pentru care este cunoscut si sub numele de lionizare. Regulatorul
principal n cadrul acestui proces este ARN-ul lung non-codificator XIST (Gene - X Inactive
Specific Transcript), care se localizeaza in regiunea cromozomului X, responsabil pentru
inactivarea cromozomului X Tn cis si silentierea genelor [64]. Inactivarea cromozomului X
compenseaza intens dozarea suplimentard a genelor cromozomului X la barbatii Klinefelter si,
probabil, cresc sansele de supravietuire in comparatie cu alte aneuploidii [65] [66]. Dar in mai
mult de 15% scapa procesul de inactivare inclusiv si din regiunile pseudoautozomale PAR1 si
PAR?2, astfel, 0 parte din gene riman functional-active pe cromozomul X inactivat [65]. Mai ales,
evadarea genelor localizate in regiunea PAR a cromozomului X este importantd pentru pacientii
Klinefelter, deoarece acest lucru determina prezenta a trei copii active. O explicatie a acestui
fenomen ar fi faptul ca, majoritatea genelor din regiunea PAR sunt omoloage pe cromozomul Y
unde se realizeaza recombinarea dintre cromozomul X si Y [67]. Genele din regiunea PAR, cu o
extindere de 2Mb, cuprinsa intre Xp22- pter sunt: gena STS, care codifica steroid-sulfataza; gena
MIC-2, din vecinatatea regiunii pseudoautozomale; genele DXS, U23E, UBEI, din regiunea
proximala a bratului scurt; gena RPS4X, care codifica proteinele ribozomale S4, din regiunea
proximala a bratului lung [68]. Au fost demonstrate epigenetic in limfocitele de sange la evadarea
genelor SHOX, PCGH11XY si SYBLI, din regiunea PAR, la pacientii Klinefelter [67]. Se
determina un dezechilibru genic printr-un nivel mai ridicat de exprimare a genelor, inclusiv celor
autozomale, care poate compromite functia testiculara sau poate influenta procesul meiotic, jucand
un rol important Tn patogeneza acestui sindrom [65] Astfel, prezenta Tn exces a unora din genele
de pe cromozomul X determina anomalii in formarea testiculelor (disgenezie testiculard) cu lipsa
secretiei de hormoni androgeni (hormoni sexuali masculini) si absenta producerii de spermatozoizi
(azoospermie) [50, 55, 56].

Sindromul Klinefelter se manifesta foarte variabil chiar in formele omogene 47,XXY.
Studiile pe diverse loturi aratd ca circa 99% din pacienti prezinta hipogonadism si infertilitate.

Excesul cromozomului X determind un dezechilibru genic variabil: 1) cu toate ca, ca si in cazul
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cariotipului 46,XX cel de al doilea cromozom X la barbatii 47,XXY se supune inactivarii - 60%
din gene se inactiveaza intotdeauna, 25% se inactiveaza variabil si 15% din gene scapa de
inactivare (inclusiv si genele pseudoautosomale din regiunile Xpter si Xqter), ce explica
manifestarile variabile a anomaliilor scheletice, dificultati psiho-emotionale, anomalii cardiace,
etc. la persoanele cu Klinefelter; 2) inactivarea unuia din cromozomii X supranumerari la indivizii
47,XXY este aleatorie, contributia alelelor materne si paterne ar fi echilibrata, dar studiile
demonstreaza ca existd un dezechilibru intre X matern inactivat si cel patern, astfel, intre alelele
materne si paterne ce pot prezenta variatii; 3) in regiunea Xqll-12 este localizata gena AR, ce
prezinta polimorfism determinat de expansiunea repetarii trinucleotidului CAG, ce explica
sensibilitatea diferita la testosteron, concentratia diferitd a androgenilor si disfunctia variabila a
testiculelor la diferiti pacienti; 4) circa 100 gene X lincate se expreseaza in testicule, iar
dezechilibrul dozajului genic explicad hipogonadismul, reducerea spermatogenezei si infertilitatea;
unii pacienti prezintd atrofia totald a tubilor semeniferi, alti pacienti - prezenta concomitentd a
tubilor seminiferi normali si atrofici sau, tubii primitivi embrionari fara lumen sau, fara sansa de
spermatogeneza completa; testiculele se caracterizeaza prin pierderea celulelor germinale,
hiperplazia celulelor Sertoli si Leding [67].

Sindromul Klinefelter a fost considerat de mult timp ca un model de sterilitate primara si
definitivd a barbatilor, mai ales in forma sa non-mozaica, cu cariotip omogen 47,XXY,
reprezentand 85% din cazuri. Pronosticul fiind mai optimism la pacientii cu mozaic cromozomial
unde se considera ca exista probabilitatea in rare cazuri sa fie pastrata fertilitatea, existand
posibilitatea aparitiei descendentilor. Din anul 1996, unii autori au efectuat ICSI pentru cazurile rare
de oligozoospermie si mai frecvent TESE - ICSI in cazul azoospermiei pentru pacientii cu Sindromul
Klinefelter cu cariotip omogen 47,XXY si au demonstrat posibilitatea unei paternitati biologice [69].
In ultimii 10 ani, cunostintele despre sansele de fertilitate ale pacientilor cu sindromul Klinefelter
s-au schimbat considerabil, n special in ceea ce priveste posibilitatea tratamentului fertilizarii in
vitro si ICSI [50, 70].

Odata cu aparitia extragerii microchirurgicale de sperma (microTESE), sansele de
recuperare a spermatozoizilor la pacientii cu sindromul Klinefelter, forma mozaica, pot ajunge
pana la 70% [71]. Totodata, 7-8 % din indivizii cu 47,XXY, forma clasica, pot produce
spermatozoizi, Th 30-50% extragerea microchirurgicala de sperma (microTESE) permite
recuperarea spermei testiculare, ceea ce ajuta pacientilor cu Klinefelter sa conceapa copiii genetici
proprii datorita utilizarii FIV cu ICSI ; acestea pot fi explicate de: 1) mozaicismul testicular - unele
spermatogonii pierd cromozomul X supranumerar devenind 46,XY asigurand o spermatogeneza

normald; 2) inactivarea selectiva si variabild a unor gene X lincate ce se expreseaza in testicule; 3)
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polimorfismele in gena AR - un numar de repetari trinucleotidice CAG de la 9 la 37 de ori -
determina valori normale ale nivelului de testosteron si, implicit, concentratii normale de
gonadotropind, ce vor sustine functia normalda a celulelor germinale 47,XXY inclusiv
spermatogeneza [50, 67].

Intrucat prelevarea nereusitd a spermei testiculare are un impact emotional si financiar
asupra pacientilor cu Sindromul Klinefelter, numeroase studii au fost concentrate pentru
determinarea factorilor predictivi de succes pentru recuperarea spermei la acesti pacienti, cu scopul
de a putea fi realizata consilierea obiectiva. Parametrii clinici, cum ar fi volumul testicular, varsta
pacientului, FSH seric, LH, inhibina B, testosteronul total, modelul parului facial, prezenta
ginecomastastiei, au fost studiate ca valori predictive pentru recuperarea spermei. Conform
studiilor, parametrii clinici, cum ar fi FSH, inhibina B si volumul testicular nu prezinta valori
predictive pentru recuperarea Spermatozoizilor la pacientii cu Sindromul Klinefelter. S-a
demonstrat cd, la pacientii cu varsta mai mica de 35 de ani, posibilitatea obtinerii de spermatozoizi
la momentul recuperarii a fost, semnificativ, mai mare decat la pacientii varstnici [72]. Varsta
pacientului este principalul factor de prognostic asociat cu recuperarea spermatozoizilor pentru
TESE, procentul de TESE pozitiv este mai mare la barbatii mai tineri [69, 72, 73]. Extragerea
spermatozoizilor la pacientii cu Sindromul Klinefelter trebuie efectuata inainte de varsta critica de
32 de ani [72]. Cu vérsta, sansa de recuperare a spermatozoizilor la persoanele cu Sindromul
Klinefelter scade, indicAnd importanta unui diagnostic precoce a acestora, care ar permite o
crioconservare preventiva a spermatozoizilor ejaculati sau obtinuti prin micro TESE sd mentina
fertilitatea [63]. Astfel, la inceputul pubertatii ar putea exista un interval de timp in care
spermatozoizii ar putea fi detectati in ejaculat sau daca nu, cel putin, in tesutul testicular. Astfel,
este important s se tind seama de aceste cunostinte pentru o consiliere cuprinzatoare incepand de
la varsta de 15 ani, pacientii cu Klinefelter ar trebui abordati pentru efectuarea unui TESE urmata
de crioconservarea spermatozoizilor extrasi. Aceasta procedurda specifica timpuriu ar putea
conduce la o mai buna acceptare a diagnosticului lor si astfel ar oferi posibilitatea de a fi curabila
infertilitatea [70].

Tulburarea testiculara de dezvoltare sexuala (DSD)- 46,XX

Aceastd afectiune rard apare la aproximativ 1/20.000 cunoscuta anterior ca sindromul
masculin XX sau sindromul de la Chapelle dupa primul sau raport in anul 1964 [74]. Aproximativ
90% dintre barbatii XX au gena SRY (Sex determining region Y) localizata pe cromozomul Y-
Yp11.32, translocata pe cromozomul X sau pe unul din cromozomii autosomi. Translocarea genei
SRY de pe cromozomul Y pe cromozomul X sau pe cromozomii autozomali se datoreaza printr-

un crosing-over inegal intre cromozomii X si Y in timpul recombinarii materialului genetic din
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profazal a meiozei [75, 76]. Astfel, se explica cele douad categorii ale acestui sindrom, SRY
pozitivi in 80% din pacienti si restul 20% in SRY negativi [76]. Gena SRY codifica o proteina -
testis determining factor, care initiaza diferentierea testiculului, prin activarea unor gene specifice
masculinizdrii ce determind proliferarea si diferentierea celulelor progonadelor bipotente. Aceasta
proteind activeazd gena SOX-9, care induce diferentierea celulelor sertoli, necesare pentru
dezvoltarea masculind si/sau reprima calea feminind prin reglarea transcriptiei genelor in aval.
Atat genele SRY cat si SOX-9 inhiba calea de semnalizare RSPO-1 (R-spondin-1) -Wnt-4--
catenina-FOXL2 esentiala pentru dezvoltarea ovariana [77]. Astfel, in embrionii XY, SRY induc
gonadele primordiale sa se dezvolte ca testicul, dupa care fenotipul masculin rezulta din influenta
hormonilor secretati de testicule in curs de dezvoltare. In contrast, la embrionii 46 XX, in lipsa
genei SRY, se determina diferentierea unui ovar de la gonadele bipotente si, in consecinta,
dezvoltarea caracterelor sexuale feminine [76, 78]. Tn cazul cand celula 46,XY pierde gena SRY,
determinismul sexual va conduce spre feminizare cu dezvoltarea disgeneziei gonadice (femeile
XY sau Sindromul Swyer), chiar daca constitutia cromozomica este de tipul XY. lar cand celula
46,XX, castiga gena SRY pe un alt cromozom decdt cromozomul Y, determina masculinizare,
chiar dacd constitutia cromozomica este de tipul XX, ducand la aparitia anomaliei de barbati XX
[76]. Fenotipul masculin poate fi explicat de translocatia regiunii masculinizante SRY (Yp11.32)
pe cromozomul X sau pe unul din alti cromozomi, dar, datorita lipsei Yq si genelor AZF implicate
in spermatogenezi — barbatii 46,XX sunt infertili prezentind azoospermie. In acest caz, nu se
recomanda extragerea spermei testiculare, spermatogeneza reziduald nu poate fi prezentd in
testicule. Au fost gasite in alte studii de specialitate dupa evaluarea histologica a tesutului testicular
al barbatilor XX prezenta Sindromului celulelor Sertoli si hiperplazia celulelor Leydig [79].
Diagnosticarea timpurie a acestui sindrom este dificild datoritd dezvoltarii relativ normale a
organelor sexuale, dupa pubertate se observa hipogonadismul, azoospermia si infertilitatea [76].
Disgenezia gonadica mixta: 45,X/46,XY

Pierderea unui cromozom Y 1n timpul mitozei- dezvoltarii embrionare timpurii produce
forma mozaica a cariotipului 45,X/46,XY. Mozaicismul este definit ca prezenta la acelasi individ
a doud sau mai multe linii celulare derivate dintr-o singurd linie a celulelor stem, dar cu o
constitutie cromozomiala diferitda. Mozaicismul 45,X/46,XY este o aneuploidie cromozomiala rar
intdlnita la 1,7/10 000 de nou-nascuti [80]. Semnificatia mozaicului 45,X/46,XY in sursele
bibliografice este controversata si prezintd o mare provocare clinicad, deoarece poate sa afecteze
cresterea, echilibrul hormonal, dezvoltarea gonadala, dar si, Tn unele cazuri, poate prezenta fenotip
normal [81]. Astfel, cariotipul 45,X /46,XY se poate identifica la femei cu disgenezie gonadala, la

barbati cu disgenezie gonadald mixta, In cazurile cu pseudohermafroditism masculin si la barbati
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aparent normali. Subiectii cu mozaicismul 45,X/46,XY care prezintd o forma de fenotip masculin
normal alcatuieste un subgrup rar al acestui cariotip. Acesti subiecti prezinta, de obicei, infertilitate
si sunt diagnosticati pe baza rezultatelor analizei cariotipului in timpul evaludrii azoospermiei Sau
a oligospermiei severe [80]. Fenotipul barbatilor cu infertilitate ce prezinta forma mozaica a
cariotipului 45,X/46,XY tinde sa varieze, dar sunt adesea prezente organele genitale ambigue sau
statura joasa. Unele studii anterioare au sugerat faptul ca variatiile fenotipice la persoanele cu
cariotipul 45,X/46,XY pot corela cu gradul de mozaicism din sange si testicule [81, 82]. Acest
cariotip este, de obicei, observat in cazurile care contin deletii in regiunea AZF, unde, din cauza
instabilitatii cromozomilor, cromozomul Y se pierde. Cercetatorii au emis ipoteza cad mozaicismul
citogenetic sau mutatiile genelor determinante ale testiculelor din aval SRY, cum ar fi supresorul
tumorii Wilms, DAXI1 si testatina (20p11.2) pot juca un rol in esecul gonadal la acesti barbati. Tn
unele cazuri, barbatii cu mozaicul X /XY pot beneficia de TRA, diagnosticul prenatal joaca un rol
important in prevenirea transmiterii potentiale a anomaliilor genetice [83].

Sindromul XYY este o aneuploidie a cromozomilor sexuali, ce se caracterizeaza prin
prezenta unui cromozom Y suplimentar la barbat, formand un cariotip 47,XYY. Aceasta anomalie
cromozomiald se intalneste la unul din 1.000 de nasteri vii de sex masculin n populatia generala,
frecventa fiind mai inalta in randul populatiilor infertile [84]. Cromozomul Y suplimentar la
barbatii ce prezintd forma omogena a cariotipului 47,XYY poate fi generat prin non disjunctia
paternd in timpul meiozei II dupd o meiozd I normala. Forma mozaicd a sindromului
46,XY/47,XYY este generat dupd o eroare mitotica post-zigoticd in timpul dezvoltarii embrionare
timpurii [85, 86].

Majoritatea barbatilor cu cariotip 47,XYY au fenotip normal farda manifestari clinice
specifice. Din cauza fenotipului heterogen si a lipsei potentiale a simptomelor, diagnosticul poate
fi dificil, mai ales dacé fertilitatea nu este compromisa. Datorita acestui fapt, diagnosticul unui
cariotip XYY este intarziat si doar 15% dintre pacienti sunt diagnosticati cu sindromul XYY.
Cateva studii au raportat ca fenotipul copilului cu sindromul XYY include statura inalta, probleme
de comportament si psihiatrice, cum ar fi tulburare de hiperactivitate cu deficit de atentie si de
invatare, intarziere a vorbirii si a dezvoltarii limbajului [86-88].

Conform surselor bibliografice, au fost raportate mai multe studii clinice privind starea
fertilitatii la barbatii 47,XYY, in care au fost prezentate atat asocieri cu infertilitate primara, cat si
secundard. Desi au fost descrise numeroase cazuri asociate cu infertilitate, cei mai multi barbati
47,XYY, dupa cum este indicat, sunt fertili. Spermatogeneza la barbatii 47,XYY in majoritatea
cazurilor este normala, dar, de asemenea, sunt raportate cazuri un numar variabil de spermatozoizi,

cum ar fi oligoasthenoteratozoospermie severa sau chiar azoospermie [86, 89].
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Tabelul 2. Prezentarea aberatiilor numerice ale cromozomilor sexuali si impactul lor asupra

spermatogenezei [57]

Kariotip Anomalie Fenotip Manifestari Manifestari Spermatogeneza
gonadale extra-
gonadale
47 XXY- Sindromul Masculin hipogonadism, ginecomastie, celule germinale absente/
48 XXXY Klinefelter defect in statura inalta blocarea spermatogenezei/
extra X si spermatogeneza n cazul cand exista
Mozaic spermatozoizi sunt cativa
47, XYY Sindromul Masculin posibil Fara Spermatogeneza variabild
XYY afectarea de la normald pana la
spermatogenezei azoospermie
46, XX+SRY XX-la barbati Masculin hypospadias, ginecomastie, celule germinale absente,
(SRY transl.) cryptorchidism staturd feminind  prezenta celulelor Sertoli
45,X/46,XY Disgenezie Masculin Organe multiple afectiuni  celule germinale absente,
Mozaic gonadica exceptie in Genitale extra gonadale prezenta celulelor Sertoli
mixta unele cazuri intersexuale raportate

Translocatii autozomale reciproce echilibrate

Numeroase variatii echilibrate ale cromozomilor autozomi sunt identificate ca cauze la
pacientii cu infertilitate masculind. Formele echilibrate frecvent nu se exprima prin modificari
fenotipice detectabile, in afard de o posibila manifestare a influentei variabile asupra numarului de
spermatozoizi, care poate varia de la un numar normal la un numar scazut (oligozoospermie), sau
chiar demonstreaza o absenta totald de sperma in ejaculat (azoospermie) [90]. Azoospermia la
acesti barbati se datoreaza prin implicarea a mii de gene autosomale in controlul direct sau indirect
a formarii testiculelor, functiondrii lor si spermatogeneza. Translocatiile reciproce sunt cele mai
frecvente anomalii cromozomiale echilibrate, fiind relatate la 0,9 din 1000 nou-nascuti si in
aproximativ 1% din barbatii infertili. Frecventa translocatiilor reciproce este de noua ori mai mare
la barbatii infertili decat la barbatii sanatosi [91]. Asocierea translocarilor autozomale reciproce
cu infertilitatea masculina a fost raportata pentru prima data de Lyon si Meredith, in observarea de
comportament anormal al autozomilor rearanjati in meioza in timpul spermatogenezei la soareci.
Conform unui studiu, o prevalenta ridicata a tuturor tipurilor de anomalii cromozomiale a fost
inregistratd la barbatii parteneri ai cuplurilor infertile supuse ICSI de 4,29%, iar translocarile
reciproce echilibrate sunt cele mai frecvente anomalii cromozomiale observate de 0,98%. De
asemenea, frecventa translocatiilor reciproce echilibrate sunt mai frecvente la barbatii infertili
azoospermici decét la oligozoospermici. Au fost raportate translocatii autosomale reciproce la
subiectii cu azoospermie in 0,9% si cu oligozoospermie severa in 0,6% comparativ cu incidenta a
fenotipului normala Ia nou-nascuti de 0,1% [92]. Translocatiile cromozomiale echilibrate implica

rupturi in doi cromozomi si rearanjarea anormala a fragmentelor cromozomiale, care conduc la
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transpunerea materialului genetic de la un cromozom la altul fara pierderea materialului genetic,
ceea ce explica cd in majoritatea cazurilor purtdtorii cu translocatii reciproce prezenta un fenotip
normal. Azoospermia 1n aceste cazuri poate fi explicatd prin: 1) unul dintre punctele de ruptura
intrerupe o gena, ce controleaza spermatogeneza si conduce la blocarea spermatogenezei sau
spermatogeneza incompleta; 2) cromozomii cu translocatii conjugd anormal in Profaza I a meiozei
ce face dificila disjunctia cromozomilor si gametogeneza este blocata [35, 93]. Cromozomii
acrocentrici din grupul D [13, 14, 15] si grupa G [21, 22] sunt cei mai frecventi implicati in
rearanjari, care sunt asociate cu imperecherea meiotica esuata rezultand infertilitate masculina.
Anomaliile cromozomiale, in special, rearanjarile cromozomiale echilibrate, sunt asociate cu un
risc crescut de avort sau descendenti cu malformatii congenitale. Conform unui studiu, incidenta
raportatd a translocatiilor cromozomiale echilibrate la cuplurile cu istoric de avorturi spontane
variaza intre 3 si 6%. O prevalenta ridicatd a tuturor tipurilor de anomalii cromozomiale a fost
inregistratd la barbatii parteneri ai cuplurilor infertile supuse ICSI de 4,29%, iar translocarile
reciproce echilibrate sunt cele mai frecvente anomalii cromozomiale observate de 0,98% [1].
Riscul unui cariotip echilibrat depinde de comportamentul de segregare a cromozomilor derivati
in timpul meiozei si de marimea si natura segmentelor cromozomiale translocate sau inversate. In
timpul spermatogenezei la purtatorii translocatiilor echilibrate, segregarea gametilor pot conduce
la duplicarea sau deletia regiunilor cromozomiale implicate in translocare, rezultand anomalii
cromozomiale neechilibrate. Proportia gametilor cu anomalii cromozomiale neechilibrate produsa
de catre purtdtorii de translocatii echilibrate poate varia de la 19% la mai mult de 80% si depinde
de tipul de translocare [94]. Trebuie mentionat ca, numarul gametilor neechilibrati vor fi,
semnificativ, mai mari decat riscul empiric de a avea un nascut viu cu anomaliile cromozomiala
neechilibrata datoritd faptului ca cei mai multi gameti neechilibrati, vor fi spontan avortati n
timpul dezvoltarii embrionare timpurii (in functie de tipul cromozomului si dimensiunea
segmentului implicat) [95].
Transloctii reciproce X-autosomale si Y-autosomale

Sunt frecvente asociate cu infertilitatea masculina si translocatiile care implica cromozomii
sexuali (translocari X-autosomale si Y-autosomale). Translocatiile reciproce X-autozomale
cauzeaza infertilitate masculina, indiferent de pozitia punctului de intrerupere in cromozomul X.
La purtatorii masculini de translocatii reciproce echilibrate X-autozomale, azoospermia este cea
mai frecventi patologie detectatd, desi unele cazuri a fost raportati si oligozoospermia. In
translocatiile reciproce echilibrate X-autozomale, un segment al cromozomului X care contine
gene X este translocat pe un cromozom autozomal si segmentul cu gene-X devine legat de

elementele care controleaza expresia genelor autozomale. Se presupune cd segmentul translocat
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X, continand gene —X, este activ transcriptional, deoarece elementele de inactivare X au fost
eliminate din controlul segmentului translocat. Inactivarea anormala a segmentului translocat X
interfereaza cu controlul genetic al progresiei celulelor germinative, rezultand in stop meiotic la
stadiul primar de spermatocit [96].

Translocatia reciproca Y autozomala este foarte rard. Multe cazuri sunt datorate mutatiilor
de novo. Fenotipul barbatilor cu translocatii Y-autozomale este variabil in dependenta de
localizarea punctului de ruptura si de marimea segmentului translocat. Translocarile reciproce care
implica segmentele cromozomilor Y pot duce la spermatogeneza aberanta datoritd imperecherii
anormale a cromozomilor in timpul meiozei, testicule anormale 1n cazul afectérii genei SRY sau
azoospermie n cazul transcrierii defectuoase a genelor din regiunea AZF [97].

Translocatii robertsoniene

Un numar crescut de purtatori de translocatii robertsoniene au fost raportate in randul
barbatilor cu oligozoospermie severa de 1,6% si azoospermie de 0,09% ce se adreseaza in clinici
de infertilitate comparativ cu incidenta de 0,08% la nou-nascutii fenotipic normali [96].
Translocatiile robertsoniene implica doar cromozomii acrocentrici, in special cromozomii 13, 14,
15, 21 si 22. In acest caz, translocarea apare ca rezultat al fuziunii centrice a doi cromozomi
acrocentrici, in care se alatura cele 2 brate lungi (q) si cele 2 brate scurte (p) ale fiecarui cromozom
se pierd, formand un nou cromozom. In 70% din translocatiile robertsoniene apar intre cromozomii
13 51 14, si in 10% intre cromozomii 14 si 21. La fel, cea mai frecventa translocatie robertsoniana
observata la populatia infertild masculina este t (13g;14q). Cele mai multe cazuri (13ql4q) sunt
familiale si multi dintre purtatorii infertili au rude fertile care poartd aceeasi rearanjare
cromozomiala [98].

Conform unui studiu realizat privind relatia anomaliilor cromozomiale si riscurile de
recurentd la descendentii barbatilor azoosperimici, s-a identificat ca translocatiile reciproce si
robertsoniane au reprezentat 86% din anomaliile cromozomiale cu un risc crescut de avort si 89%
din anomalii cu un risc crescut de descendenti cu anomalii congenitale [52].

Inversii cromozomiale

Ca si in translocatiile cromozomiale, inversiile pot cauza infertilitatea la barbati.
Consecintele acestui fapt nu sunt de loc de neglijat, pentru ca exista riscuri asociate: pierderi de
sarcind, copii cu anomalii genetice, descendenti cu probleme de infertilitate. Exista doua tipuri de
inversii: pericentricd si paracentrica. Inversiile pericentrice implica bratele scurte si lungi (bratul
p si, respectiv, bratul q) ale cromozomului si includ centromerul. Inversiile paracentrice apar intr-

un brat al cromozomului si nu includ centromerul [99].
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Inversiile cromozomiale cu implicarea autozomilor 1, 3, 4, 6, 9, 10 si 21 sunt mai frecvente
la barbatii infertili [14]. Una dintre cele mai frecvente rearanjari structurale echilibrate ale
cromozomilor este inversarea pericentrica a cromozomului 9; inv (9) (p11q12) si (p11g13), care
este considerata varianta cariotipului normal, fiind identificata la populatia normald. Desi pare sa
nu se coreleze cu fenotipurile anormale, au existat multe rapoarte controversate, care indica faptul
ca poate duce la conditii clinice anormale, cum ar fi infertilitatea si avorturile recurente. Se constata
ca incidenta a acestei inversii este de aproximativ 1% - 3% in populatia generala. La barbatii
infertili inversiile pe cromozomul 9 asociate cu azoospermia sunt de opt ori mai frecvent intalnite
[14, 100].

Inversarile paracentrice pot produce gameti care nu au nici un centromer (acentric), fie doi
centromeri (dicentric) si, prin urmare, nu sunt viabili. Cu toate acestea, inversdrile pericentrice pot
duce la copii nascuti vii, cu defecte la nastere, din cauza prezentei trisomiei partiale sau a
monosomiei partiale. Riscul general pentru un purtator de inversie pericentrica de a avea un copil
cu o rearanjare cromozomiald dezechilibrata este estimat la 5% —10%. Ca si 1n cazul translocatiilor
cromozomiale riscul, frecventa relativd a gametilor normali sau neechilibrati, depinde de
cromozomul implicat si de marimea segmentului inversat [101].

Polimorfisme cromozomiale

Polimorfismele cromozomiale se refera la variatiile heterocromatinei cromozomiale. Mult
timp, heterocromatina constitutiva a fost considerata ca un rearanjament cromozomial minor, care
este formatad din secvente inalt repetitive ale ADN-ului, care nu are potential de codificare si nu
coreleaza cu fenotipuri anormale. Cu toate acestea, un numar tot mai mare de studii au raportat
efectele potentiale ale polimorfismelor cromozomiale asupra reproducerii. In ultimii ani, un numar
tot mai mare de studii au raportat o incidenta crescuta a polimorfismelor cromozomiale la cuplurile
infertile, la pacientii cu avorturi spontane si chiar la pacientii cu tulburari psihiatrice. Cu toate
acestea, modul in care polimorfismele cromozomiale afecteaza fertilitatea raman neclare [102].

Cromozomul Y contine o regiune cu secvente de ADN finalt repetitive, cu un grad inalt de
polimorfisme structurale. Cromozomul Y este mai polimorf la asiatici (3,37%) si hispanici
(1,82%), comparativ cu rasa alba si neagra. Pentru infertilitatea masculind, cele mai frecvente
polimorfisme caracteristice sunt: inv(9), inversia familiala a cromozomului Y, Yq+,
cresterea/reducerea pericentromerica a heterocromatinei, sateliti de dimensiuni mari/duplicatii pe
cromozomii acrocentrici [20]. Inversiunea pericentrica a cromozomului Y (inv Y) este familiala.
Incidenta invY este in medie de 1,15 la 1000 de barbati. Incidenta inv Y la diferite populatii a fost
studiatd la nivel mondial si S-a determinat ca 30,5% din inv Y este prezentd in comunitatea

musulmana imigranta, originara din Surat si stabilita in Africa de Sud. Alte studii, au demonstrat
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asocierea dintre inversiunea pericentrica in diferiti cromozomi umani si anomaliile congenitale,

avorturile spontane repetate, deficientele mintale si infertilitatea [99].

Microdeletiile cromozomului Y

Existd un interes special pentru genele bratului lung al cromozomului Y, deoarece acestea
joaca un rol esential in spermatogeneza si dezvoltarea testiculelor. Cromozomul sexual masculin
este un cromozom mic acrocentric ce contine circa 557 gene, fiind deosebit prin dimensiunea,
structura genomicad, continutul si traiectoria evolutivd. Marea majoritate (95%) a genelor
cromozomului Y contin material pentru diferentierea specifica a sexului, cum ar fi locusul SRY
[103]. Este haploid si impiedica recombinarea cu cromozomul X pe cea mai mare parte a lungimii
sale (cu exceptia celor doud regiuni pseudoautosomale, PAR1 si PAR2). Mai mult, contine dublari
segmentare dispuse in repetari directe sau inversate, si palindroame. Existenta acestor secvente
duplicate permite un mecanism numit Recombinare Omologa Non-Alelica (NAHR), care ar putea
duce la recurente deletii/duplicari care afecteaza dozajul genei pe cromozomul Y [104]. Asocierea
intre deletiile bratului lung a cromozomului Y si azoospermia a fost initial sugerata de Tiepolo si
Zuffardi Tn anul1976. Cele mai multe, dintre aceste gene sunt situate in regiunea Yql1.21-23
cunoscuti ca regiunea Azoospermia factor (AZF). Tn prezent, au fost cartografiate trei domenii
genetice n regiunea AZF (AZFa, AZFb, AZFc), in intervalul 5 si 6 pe bratul distal al
cromozomului Y (Figura 2) [105].

Deletiile sub-microscopice ale cromozomului Y, nu sunt vizibile prin analiza citogenetica
clasicd si sunt cea mai frecventd cauza moleculara-genetica a infertilitatii masculine. Prevalenta
deletiilor cromozomului Y este estimata la aproximativ 1:2000 pana la 1:3000 din barbati [106].
Microdeletiile genelor din aceste regiuni pot duce la diferite grade de esec spermatogen si, prin
urmare, infertilitate, a caror prevalenta creste odata cu severitatea tulburarilor de spermatogeneza
[107]. Microdeletiile in cadrul regiunii AZF sunt depistate la aproximativ 4% dintre barbatii cu
oligozoospermie; 14% dintre barbatii cu oligozoospermie severa; iar 10-18% la barbatii cu
azoospermie nonobstructiva [108]. Regiunea AZF este absenta la 1 din 8 barbati azoospermici cu
constitutia cariotipului normal [109].

Frecventa microdeletiilor cromozomului Y sunt, frecvent, diagnosticate intr-un procent
variabil in infertilitatea masculin, Tn diferite populatii geografice de la 1% pana la 55%. Dar cel
mai frecvent sunt raportate in mai putin de 15%. La populatia barbatilor din Egipt frecventa AZF
deletii a fost raportatd in 8,7% din 20 cu azoospermie [110]. Conform unui studiu realizat n
China, la 945 barbati cu azoospermie, frecventa microdeletiilor in regiunea AZF este identificata

in 11,5% [111]. Date similare de 11,7% sunt raportate de catre Japonia pe un esantion de 60 barbati
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azoospermici si 11,8%, de catre Tunisia pe un esantion de 76 de barbati cu azoospermie [111].
Conform unui studiu realizat in SUA, pe un grup de 385 barbati cu azoospermie, incidenta AZF
deletii fiind 10,4% [109]. In jur de 8,3% au fost raportate microdeletii in regiunea AZF de citre
Jordania, din 34 barbati azoospermici si Norvegia 8,1% din 37 barbati cu azoospermie [111]. Tn
Africa de Sud frecventa microdelectiilor cromozomului Y la 50 de barbati cu azoospermie si
oligozoospermie severa a fost de 22% [112]. De asemenea, frecvente joase sunt raportate de catre
Algeria de 2%, Slovacia de 4,6%, si Turcia 1,3% la barbatii azoospermici [111]. Eterogenitatea
rezultatelor deletiilor in regiunea AZF in diferite regiuni geografice se poate datora metodei de
diagnosticare - diferitelor numere de primeri STS folositi in detectarea mutatiei, unei variatii a
criteriilor selective utilizate pentru pacientii infertili recrutati sau faptului cd studiile au fost

efectuate pe diferite populatii etnice [112].
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Figura 2. Cromozomul Y si genele fertilititii. Figura preparata de N. Affara, Universitatea Cambridge,
si prezentata la Conferinta Y Gene, Edinburgh, Septembrie 1998 [105]
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Marea majoritate a microdelectiilor apar de novo avand originea lor cel mai probabil in
timpul meiozei spermatogenezei si au fost atribuite recombinarii omologe intra cromozomiale —
NAHR, in ampliconi instabili grupati in cadrul acestei regiuni. Microdelectiile elimina una sau
mai multe dintre genele implicate in spermatogeneza si, ca rezultat, cauzeaza defecte variate ale
spermatogenezei. Genele candidate in regiunile AZF au fost studiate pe larg, fiind recunoscute ca
joaca roluri critice in reglarea ciclului meiozei ale celulelor germinale [104].

Cele mai frecvente microdeletii ale cromozomului Y se intdlnesc in regiunea AZFc cu o
frecventa de aproximativ 60%. Frecventa mai inalta a deletiilor in regiunea AZFc, se datoreaza, in
mare parte, marimii mai mari comparativ cu regiunea AZFa si AZFb [93].

Familia genei DAZ (Deleted in Azoospermia) este raportata ca fiind cea mai frecventa gena
ce prezinta deletii in regiunea AZFc cu o frecventd de 13% la barbatii azoospermici, in concordanta
buna cu rata microdeletiilr de la 5% la 20% [112] [106]. Gena DAZ apartine unei familii de gene,
care codifica proteinele ce se leaga la ARN (Acid Ribonucleic), fiind exprimate exclusiv in
celulele germinale si controleaza spermatogeneza. Deletiile locusului AZFc cauzeaza defecte ale
spermatogenezei, variind in severitate, de la azoospermie datoratd celulelor Sertoli pana la

oligozoospermie [106].

Tabelul 3. Prezentarea tulburirilor spermatogenezei datorate mutatiilor genelor cromozomului Y

[57]
Locus Gena Anomalie Fenotip Manifestari Manifestari Spermatogeneza
Gonadale extra-gonadale
Ypll.3 SRY XX-masculin masculin Disginezie inversiune celule germinale
XY-feminin feminin gonadica de sex absente

Yqll.21 necunoscuta azoospermia masculin tulburari de Lipsa celule germinale absente
AZF &’ BZF\)(QY factorul "a’ spermatogeneza doar celule Sertoli
Yq11.22-23 azoospermia masculin tulburiri de Lipsd blocarea spermatogenezei
AZF v’ RBM1 factorul ’b’ spermatogenezi la nivel de

TSPY spermatocit sau

EIF1IAY spermatida
Yq11.22-23 DAZ azoospermia masculin lipsa spermatogeneza
AZF ¢’ DAZ2 factorul ’c’ tulburiri de blocata sau blocarea

TTY1+2 spermatogenezd spermatidelor Tn dezvoltare

Tulburarile severe ale spermatogenezei implica microdeletii la inceputul bratului distal al
cromozomului Yq11.21 din regiunea AZFa. Delitii de novo a genelor din regiunea AZFa Yql1.2;
determina pierderea completa a celulelor germinale, caracteristic doar pentru Sertoli Cell-Only
Syndrome (SCQOS), o afectiune caracterizata prin prezenta celulelor Sertoli in testicule si lipsa
spermatozoizilor (Figura 2). Locusul AZFa este situat la partea proximala a bratului lung al
cromozomului Y si cuprinde aproximativ 1,1 Mb [113]. Aceasta regiune include 4 gene inclusiv
USP9Y (Ubiquitinspecific protease 9, Y chromosome), DBY (dead box on the Y), UTY
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(ubiquitous TPR motif on the Y) si TB4Y (thymosin B4-isoform). In cazul deletiei ambelor gene
USPIY si DBY cauzeaza sindromul celulelor Sertoli, astfel, aceasta regiune fiind esentiala pentru
fertilitate [114].

Gena USPIY se extinde pe o regiune de 170 kb Tn molecula de ADN, consta din, cel putin,
46 de exoni, prezenta intr-o singurd copie, este exprimata intr-0 mare varietate de tesuturi si
realizeaza functii asemanator ubiquitin hidrolazei [114]. Deletii mici, Tn gena USP9Y, par a fi
asociate cu spermatogeneza severa cauzand azoospermie, oligozoospermie, sau
oligoastenozoospermie, pacientii cu deletii complete a genei DBY prezinta Sindromul celulelor
Sertoli, 0 afectiune caracterizata prin prezenta celulelor Sertoli in testicule si lipsa spermatozoizilor
[115].

Barbatii purtatori de microdeletii ale cromozomului Y nu prezinta simptome clinice, Tn
afard de afectarea spermatogenezei, aparent sunt perfect sandtosi si duc o viatd normald, insd cu
prognostic nefavorabil pentru reproducere .

Principala gena din regiunea AZFb find RBMY1 care codifica testis-specific RNA binding
protein/splicing factor, fiind exprimata in nucleele spermatogoniilor, spermatocitelor. Familia
genelor PRY, de asemenea, se gasesc in regiuneca AZFDb, fiind implicate in apoptoza, un process
esential pentru inlaturarea spermatozoizilor anormali [116].

Infertilitatea este o problema medicala complexa datorita faptului ca unul din patru cupluri din
intreaga lume nu reusesc sa conceapa un copil, factorul masculin fiind implicat in aproximativ
50% din cazuri. Infertilitate masculind prezintd un ansamblu de conditii heterogene, cel mai
frecvent, in proportie de 75%, este cauzata de tulburarile de spermatogeneza, si manifestatd clinic
prin astenozoospermie, teratozoospermie, oligospermie si azoospermie. Cea mai severa forma de
infertilitate masculina este azoospermia.

Barbatii cu azoospermie au fost clasificati in categoria cu infertilitate ireversibila si utilizarea
unui donator de spermatozoizi a fost considerata una dintre cele mai bune optiuni de concepere.
Tn prezent, datoriti tehnicilor avansate de reproducere asistat, barbatii cu azoospermia chiar si cu
forma non - obstructiva pot concepe copii biologici proprii. Barbatii cu azoospermie prezinta cel
mai mare risc a fi purtatori a unor anomalii genetice. Identificarea cauzei genetice care sta la baza
infertilitatii masculine prezinta relevanta de diagnostic, clinica, tratament si pronostic Thaintea
aplicarii TRA. Dintre multiplele cauze genetice implicate in azoospermie, unele din cele mai

frecvente sunt anomaliile cromozomiale, microdeletiile cromozomului Y si mutatiile genei CFTR.
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2. MATERIALE SI METODE DE INVESTIGATII

In capitolul 11, vom pune accentul pe evidentierea valorii si contributiei metodologiei
cercetarii, si anume: caracteristica generald a studiului si tipul de studiu, design-ul cercetarii,
materialul studiat. De asemenea, vor fi prezentate date generale despre grupul de cercetare ale
rezultatelor n=5767 spermogramelor si grupul de cercetare ale N=96 barbati cu azoospermie. Vor
fi analizate metodele generale utilizate in studiu, precum si metodele genetice: molecular genetica
si citogeneticd. Tn acest compartiment al tezei, sunt reflectate metodele de evaluare statistic a
rezultatelor obtinute.

2.1. Caracteristica generala a studiului: etapele si design-ul studiului, lotul de cercetare

Pentru valorificarea fiecarui obiectiv al cercetarii au fost realizate 2 tipuri de studiu: studiul
descriptiv integral si studiul transversal.

1. Studiul descriptiv a cuprins cercetarea rezultatelor spermogramei n=5767, efectuate pe
parcursul anilor 2012-2020. Rezultatele spermogramei au fost extrase din registrul de evidenta a
analizelor de sperma, din cadrul Institutiei Centrului Medical Repromed pentru anii 2012—-2020.
Regresia liniara a fost utilizatd pentru a examina tendintele Tn timp la parametrii spermei:
concentratia spermatozoizilor; motilitatea; morfologie si vitalitate. A fost efectuat un test de
analiza a variantei (ANOVA) pentru a vedea daca exista diferente generale in media parametrilor
spermatozoizilor, pentru fiecare an din perioada 2012-2020 si pentru mediane (ANOVA conform
Kruskal Wallis). Studiul efectuat a permis evaluarea tendintei de modificare a calitatii materialului
seminal.

2. Studiul transversal a fost realizat Tn perioada anilor 2018 — 2020, pe un esantion de 96
de barbati infertili cu azoospermie, cu varsta mai mare de 18 ani, din cadrul IMSP Institutul Mamei
st Copilului, Centrul de Sandtate a Reproducerii si Genetica Medicald si Centrul de Sanatate
,Repromed”.

Calcularea lotului reprezentativ s-a efectuat prin aplicarea formulei lui Cochan:
n=d[n(1-1)]*(zalw)"2

d - design-efect =1

7 = 0,06 (conform datelor laboratorului Centrului de Sinitate a Reproducerii si Genetici Medical

ponderea azoospermiei la barbatii cu infertilitate in perioada anului 2013-2017 este Tn medie 6,0%)

za =1,96 pentru intervalul de Tncredere de 95,0%

w — lucrarea a fost efectuata in baza evaluarii frecventelor si aranjarea lor dupa valorile relative,

avem nevoie de intervalul de incredere de 95,0%, w=0,05

Introducand datele In formuld, am obtinut:

40



n = 1*[0,06*0,94]*(1,96/0,05)"2 = 87 si rata de 10,0% de non-raspuns 96 barbati infertili cu
azoospermie cu respectarea criteriilor de includere si de excludere. Dupa evaluarea examenelor
genetice, a fost divizat lotul general in doua subloturi: Sublotul 1 au inclus barbatii infertili cu
azoospermie cu variatii genetice si Sublotul 2 - barbatii cu azoospermie fara variatii genetice prin
testele citogenetice si molecular genetice.
Cercetarea stiintifica a fost realizata consecutiv in cinci etape:
Etapa | - Evaluarea clinica si paraclinica a barbatilor cu infertilitate, ce se adreseaza
pentru consultul medico-genetic de la IMSP Institutul Mamei si Copilului, Centrul de Sanatate a
Reproducerii si Genetica Medicala si Centrul de Sanatate ,,Repromed”.
1. Anamneza masculind (date generale, anamneza familiala, a fertilitatii, pubertala, urogenitala,
sexuald, maladii iatrogene, etc.).
2. Evaluarea materialului seminal (confirmarea azoospermiei dupa minim 2 spermograme,
centrifugate, conform cerintelor OMS 2010).
3. Examenul profilului hormonal: (FSH - Hormonul Foliculostimulant, valori de referinta (2,0-
10,0), unitati de masurda (mIU/ml); LH - Hormonul Luteinizant, valori de referinta (3,0-12,0),
unitati de masura (mIU/ml); Prolactina, valori de referinta (1,8-17,0), unitati de masura (ng/ml);
Testosteron, valori de referinta (2,0-6,9), unitati de masura (ng/ml); Testosteron liber, valori de
referinta (4,5-42,0), unitati de masura (pg/ml).
4. Metode instrumentale: (ecografie testiculara, transrectald, abdominala).
Etapa Il - Selectarea barbatilor infertili cu azoospermie, dupa obtinerea rezultatelor
evaludrii clinice si paraclinice, care au inclus 96 pacienti.
Criteriile de includere in cercetare a pacientilor:
1. Semnarea acordului de acceptare pentru participare la cercetare.
2. Barbati cu infertilitate cauzatd de azoospermie.
3. Varsta adulta (mai mare sau egald cu 18 ani).
Criterii de excludere din cercetare a pacientilor:
1. Lipsa acordului de participare la cercetare.
2. Barbati cu infertilitate fard azoospermie.
3. Minorii cu varsta mai mica de 18 ani.
Etapa Il - Evaluarea examenului citogenetic si molecular-genetic al barbatilor cu
azoospermie.
Examenul citogenetic a avut ca scop analiza variatiilor cromozomilor: evaluarea sexului

genetic; anomaliilor cromozomiale de numar; identificarea unor aneuploidii a cromozomilor
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sexuali, cum ar fi Sindromul Klinefelter; anomalii ale cromozomilor autosomi, translocatiilor
robertsoniene si translocatiilor reciproce; anomaliilor cromozomiale structurale neechilibrate
(deletiilor ale cromozomului Y in regiunea de eucromatind) si echilibrate (deletiilor ale
cromozomului Y in regiunea de heterocromatind); polimorfismelor cromozomiale.

Examenul molecular-genetic pentru identificarea microdeletiilor cromozomului Y a fost
realizat prin aplicarea metodei multiplex PCR (Reactia de polimerizare in lant). Prin acest test,
utilizand primeri specifici, pot fi detectate deletiile celor 3 regiuni a AZF (AZFa, AZFb, AZFc).
Astfel, au fost analizate microdeletiile in 12 loci, dintre care SRY s-a utilizat ca control intern si a
permis diagnosticarea barbatilor XX. Secventele tinta utilizate initial sunt urmatoarele sY84 si
sY86 (AZFa), sY127 si sY134 (AZFb), sY254 si sY255 (AZFc) si SRY si ZFX/ZFY (pentru
control). Conform secventelor tinta, au fost testate urmatoarele gene: sY84 - gena DYS 388 si
sY86 - gena DYS148; sY127- gena DYS218 sisY 13- gena DY S224; sY254 - gena DAZ si sY255
- gena DAZ. Secventele {intd urmatoare sunt noi introduse sDBY1 si sY620 (AZFa), sY153 si
sY158 (AZFc), sY117 si sY143 (AZFb). Genele testate, datoritda amorselor tintd noi introduse,
sunt urmatoarele: sDBY 1-gena DBY §isY620-USP9Y; sY153-gena DYS237 sisY158-gena DYS
241; sY117-gena DYS209 si sY143-gena RBM1.

Identificarea mutatiilor genei CFTR a fost realizat prin aplicarea metodei PCR — au fost
analizate mutatiile - delF508 si G542X. In caz de confirmare a mutatiei, a fost realizata testarea
celuilalt partener pentru evaluarea riscului de recurenta la copil.

In baza analizei rezultatelor investigatiilor citogenetice si molecular-genetice, lotul de
cercetare general de (n=96) barbati cu azoospermie a fost divizat in doua subloturi, dupa cum
urmeaza: sublotul 1 a inclus barbati infertili cu azoospermie cu variatii genetice cromozomiale,
microdeletii Y si mutatii CFTR depistate (n=35); sublotul 2 a inclus barbati infertili cu
azoospermie fara variatii genetice cromozomiale, microdeletii Y si mutatii CFTR depistate (n=65).

Etapa IV - Prelucrarea statistica a datelor obtinute a fost realizata prin efectuarea unor
analize de comparatie intre sublotul 1 — barbati infertili cu azoospermie confirmatd genetic si
sublotul 2— barbati infertili cu azoospermie neconfirmata etiologie genetica.

Etapa V - Formularea concluziilor si recomanddrilor. In baza rezultatelor obtinute, au
fost elaborate concluzii, recomandari practice, strategii adecvate in consultul barbatilor infertili cu
azoospermie, care au inclus toate aspectele, privind tipul individual de anomalie, relevanta sa
clinica, posibila mostenire, riscul genetic pentru descendenti si diagnostic prenatal. Recomandarile
propuse pot fi folosite Tn scopul optimizarii algoritmului de diagnostic genetic al azoospermiei si
metodelor de reproducere asistata in infertilitatea masculind cu azoospermie cauzata de variatii

cromozomiale, microdeletii Y si mutatii CFTR.
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Figura 3. Designul general al studiului

Nota: CFTR- gena receptorului canalului de Clor, AZF- azoospermia factor.
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Caracteristica lotului de cercetare (n=5767 spermograme). Au fost analizate rezultatele
parametrilor spermogramei (n=5767), efectuate in cadrul unui centru de reproducere pe parcursul
anilor 2012-2020 (Tabelul 2.1). Numarul spermogramelor analizate, repartizate pe ani sunt
urmatoarele: 200 n anul 2012, 7003 in 2014, 852 in 2014, 794 in 2015, 703 in 2016, 685 in 2017,
685 in 2018, 630 1n 2018, 640 in 2019 si 560 in anul 2020, fapt ce aratd ca numarul rezultatelor
analizate este, relativ, constant. Reprezentarea lotului de cercetare a barbatilor la momentul
realizarii spermogramei pe grupe de varste au fost urmatoarele: 447 cu varsta 20 — 29 de ani, 3387
cu vérsta de 30 - 39 de ani, 1693 cu varsta de 40 — 49 ani, 225 pacienti cu varsta 50 — 59 ani si 15
pacienti cu varsta >60 ani. Varsta medie a barbatilor la momentul realizarii spermogramei in timpul
perioadei de studiu, pe intregul esantion (n=5767) a fost de 37,4 +6,3 ani, (IT 95%: 37,3— 37,6;
mediana: 37).

Tabelul 4. Reprezentarea lotului de cercetarea a barbatilor la momentul realizarii spermogramei
pe ani si grupe de varste

Grupe de varsta
Anii 20-29 30-39 40-49 50-59 >60 Total
n | % n | % n % n | % n | % n %
2012 0 0 85 2,5 99 58 16 7,1 0 0 200 3,5
2013 2 04 347 10,2 305 18 47 20,9 2 133 703 122
2014 14 3,1 480 142 314 185 41 18,2 3 20 852 1438
2015 22 49 475 140 262 155 31 138 4 26,7 794 13,8
2016 33 74 422 125 217 128 29 129 2 133 703 122
2017 65 145 426 126 169 10 23 10,2 2 133 685 119
2018 73 163 401 11,8 138 8,2 17 7,6 1 6,7 630 10,9
2019 107 239 3% 11,7 121 7,1 16 7,1 0 0 640 111
2020 131 29,3 355 10,5 68 4 5 2,2 1 6,7 560 9,7
Total 447 7,8 3387 58,7 1693 29,4 225 3,9 15 0,3 5767 100

Caracteristica lotului de cercetare (n=96, barbati cu azoospermie). Toti pacientii au fost
diagnosticati cu azoospermie dupa, cel putin, 2 analize de material seminal. Recoltarea
spermogramei s-a efectuat conform cerintelor stabilite de OMS dupa o abstinenta recomandata de
3—7 zile. Varsta medie a barbatilor cu azoospermie pe intregul esantion (n=96) a fost de 33,8 +5,3
ani, (IT 95%: 32,7 — 34,9; mediana: 33,0). Din numarul total cei mai multi pacienti (n=64) in studiu
au fost de varsta de 30 — 39 ani, cu media de 34,2 +2,6 ani, (1T 95%: 33,6 — 34,8). De varsta de 19-
29 ani au fost (n=22) cazuri media 27,7 +2,2 ani, (IT 95%: 26,7 — 28,7) si cele mai putine (n=10)
cazuri s-au Inregistrat la varsta >40 ani media 44,6 +4,3 ani, (IT 95%: 41,5 — 47,7).

Media istoriei infertilitatii la intregul esantion a fost de 6,5 +4,6 ani, (IT 95%: 5,6 — 7,5). Cea
mai mare medie fiind la grupul de varsta >40 ani de 14,7 +4,1 ani, (IT 95%: 11,8 — 17,6), urmata
de grupul de varsta de 30 - 39 ani cu media de 6,5 +3,6 ani, (IT 95%: 5,6 — 7,4) si 20 — 29 ani cu
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media de 2,9 2,1 ani, (IT 95%: 2,0 — 3,8). Analiza mediilor (ANOVA: F=42,8; p=0,000) ne
semnalizeaza existenta diferentelor statistice semnificative.

Media de varsti la care s-a diagnosticat infertilitatea pe tot esantionul este de 27,3 +3,8 ani, (IT
95%: 26,5 — 28,0). S-au depistat diferente statistice semnificative pentru acest indicator in
dependenta de varsta pacientilor la momentul includerii in studiu (F=8,8; p = 0,000). Astfel, in
grupul de varstd 19 — 29 ani aceasta a constituit 24,8 +3,8 ani, (IT 95%: 23,1 — 26,5), semnificativ
diferit de grupurile de varsta 30-39 ani (27,7 +3,3, IT 95%: 26,9 — 28,5) si >40 ani (29,9 +4,1 Il
95%: 27,0 — 32,8). Cei mai multi pacienti s-au adresat la vérsta de 30-39 ani (n=64), acest fapt
fiind si unul evident explicat prin faptul cé la aceastd varsta cuplurile mai frecvent planifica sa

conceapa copii (Tabelul 5).

Tabelul 5. Repartizarea barbatilor cu azoospermie conform grupelor de varsta si istoria infertilitatii

Nr.abs  Media +DS IT 95% Mediana

Vérsta (ani) 19-29 22 27,7 2,2 26,7-28,7 28,0
30-39 64 34,2 £2,6 33,6 —34,8 34,0

>40 10 44,6 +4,3 415477 445

Total 96 33,8 #5,3 32,7-349 33,0

Istoria infertilitatii 19-29 22 29+21 20-38 2,0
F=42.8: 30-39 64 6,5 +3,6 5,674 7,0
p = 0,000 >40 10 14,7 +4,1 11,8-17,6 15,0
Total 96 6,5 +4,6 56-75 55

Vérsta Diagnoza 19-29 22 24,8 +3,8 23,1-26,5 26,0
F=8,8; 30-39 64 27,7 +3,3 26,9-285 28,0
p = 0,000 >40 10 299+41  27,0-328 30,5
Total 96 27,3+3,8 26,5-28,0 27,0

2.2. Metode de cercetare generale

In cercetare au fost folosite urmitoarele metode:
Metodele generale de cercetare utilizate:

1. Metoda de comparatie;

2. Metoda analitica;

3. Metoda de observatie;

4. Metoda biostatistica.
Metodele paraclinice, clinico - genetice:

5. Consultul medico-genetic;

6. Evaluarea materialului seminal,
7. Evaluari hormonale;
8

Metode citogenetice, molecular genetice;
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9. Biopsie testiculard/ICSI/FIV.

Metode de acumulare a datelor:
1. Directe:
a) Interviul (anamneza);
b) Consultul medico-genetic;
¢) Indeplinirea formularului (de citre investigator).
2. Indirecte:
a) Date bibliografice (statistici oficiale, rapoarte, studii, sinteze);
b) Extragerea datelor din documentatia medicala: Registrul (pe suport de hartie) de evidenta
a analizelor de sperma, Institutia Centrul Medical Repromed pentru anii 2012 — 2020,
(colectarea parametrilor spermogramei); Formularul Nr. 209/e (rezultatele citogenetice,
molecular genetice); Formularul Nr. 235/e (rezultatele markerelor endocrini); Formular Nr.
218/e (analiza la infectii urogenitale (din frotiu)); Formularul Nr. 210/e (examenul sumar al
urinei) - Aprobate de Ministerul Sanatatii al RM nr. 828 din 31.10.2011, Rapoarte

medicale/urologie AOP-FO08 (examene primare ale medicilor urologi).

Evaluarea profilului hormonal la barbatii cu deficientd testiculard, hipogonadismul
hipergonadotrop este, de obicei, prezent cu niveluri ridicate ale FSH, LH si cu sau fara niveluri
scizute de testosteron. In general, nivelurile de FSH se coreleazi cu numirul de spermatogonii:
atunci cand spermatogoniile sunt absente sau numarul lor semnificativ diminuat, valorile FSH
sunt, de obicei, crescute; cand numarul de spermatogonii este normal, dar oprirea maturarii exista
la nivel de spermatocite sau spermatide, valorile FSH sunt in limitele normale. Cu toate acestea,
pentru fiecare pacient individual, nivelurile de FSH nu prezic cu exactitate starea spermatogenezei,
deoarece barbatii cu histologie de stop al maturdrii ar putea avea FSH si volumul testiculelor
normale si pot fi totusi azoospermici [28].

Evaluarea spermogramei reprezinta prima linie de investigare in diagnosticul infertilitatii
masculine. Deciziile importante de diagnostic si tratament ale infertilitatii masculine se bazeaza
pe rezultatele analizei spermogramei. Analiza spermogramei a servit instrumentul clinic de baza
atat pentru evaluarea potentialului de fertilitate masculina, dar si pentru selectarea pacientilor cu
azoospermie pentru cercetare. Evaluarea spermogramei a fost realizata conform criteriilor si
valorilor de referinta stabilite de OMS in anul 2010 (Tabelul 6). Recoltarea probelor a fost facuta
dupa abstinenta de la ejaculare timp de 3 - 7 zile in conditii de laborator. Analiza spermogramei s-
a efectuat prin metoda computerizata la analizatorul automat SQA IIC-P (Producator Medical

Electronic Systems, SUA) (n=5767 spermograme) si cu verificare manuald (n=96 barbati).
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Tabelul 6. Parametrii si valorile de referinti ale spermogramei conform OMS din 2010 [21]

Parametrii spermogramei

Valori de referinta

Abstineta (zile) 3-7 zile
Volum(ml) >1,5ml
Culoare <2 cm
Timp de lichefiere <60 min
Vascozitate 2cm
pH >7,2
Leucocite < 1,0 min/ml
Concentratia spermatozoizilor (mln/ml) > 15 mln/ml
Nr. total de spermatozoizi (min/ejaculat) > 39 min
Mobilitate progresivi (%) >32%
Concentratia spermatozoizilor mobili (mln/ml) > 10 mln/ml
Nr. total de spermatozoizi mobili (mIn/ejaculat) > 15 min
Concentratia spermatozoizilor functionali (min/ml) > 7 min/ml
Nr total de spermatozoizi functionali (mIn/ejaculat) > 10,5 min
Indexul motilitatii >80
Forme normale(%) >4%
Viabilitate (%) > 58

Interpretarea rezultatelor, diagnosticul spermogramei a fost efectuatd conform terminologiei
descriptive ale aceluiasi ghid fiind urmatoarele:

— normozoospermia: spermatozoizi cu numdr total/procentul cu mobilitate progresiva si
morfologie normala, situati ca valoare egala sau deasupra valorilor de referinta.

— oligozoospermia: numar total de spermatozoizi/concentratia spermatozoizilor sub limitele
normale.

— astenozoospermia: motilitatea spermatozoizilor < 40% sau motilitatea rapid progresiva < 32%.
— teratozoospermia: procentul de spermatozoizi normali morfologic se situeazd sub valorile
normale sub 4%.

— oligoastenozoospermia: numar total de spermatozoizi mic si procentul de spermatozoizi mobili

mai mic.
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— oligoteratozoospermia: numar total de spermatozoizi mic si procentul celor normali morfologic
situat sub limita valorii normale de referinta.

— astenoteratozoospermia: procentul spermatozoizilor mobili si a celor morfologic normali se afld
sub limita valorii normale de referinta.

— oligoastenoteratozoospermia: numarul total de spermatozoizi, a celor mobili si a celor
morfologic normali se situeaza sub valorile normale de referinta.

— criptozoospermia: spermatozoizi absenti in proba proaspata, dar observati dupa centrifugare.

— necrozoospermia: numar mic de spermatozoizi vii, procent mare de spermatozoizi imobili Tn
ejaculat.

— hipospermia: volumul spermei < 1,5 ml, — hiperspermie: volumul spermei > 5 ml.

— piospermia: prezenta leucocitelor in sperma.

— hematospermia: prezenta hematiilor in sperma.

— azoospermia: absenta spermatozoizilor in ejaculat.

— aspermia: absenta spermei sau ejaculare retrograda [21].

2.3. Metode de investigare genetica

Metoda molecular — genetici multiplex PCR pentru detectarea microdeletiilor cromozomului Y din
regiunea AZFa, AZFb, AZFc.
Etapele analizei multiplex PCR:

a. Recoltarea probelor ale materialului biologic (sange periferic);

b. Extragerea ADN-ului din sange;

c. Efectuarea reactiei de polimerizare in lant (PCR — polymerase chain reaction) utilizand

primeri specifici;

d. Verificarea amplificarii AND-ului prin electroforeza in gel de poliacrilamida de 8%;

e. Fotodocumentarea gelului si interpretarea rezultatelor.

Pentru identificarea microdeletiilor cromozomului Y a fost analizat ADN-ul genomic, izolat
conform procedurii standard din sange periferic prin tehnica multiplex PCR (Reactia de
polimerizare in lant).

a. Recoltarea materialului biologic:

Probele de sange sunt culese in tuburi de unica folosinta cu EDTA (Etilendiaminotetraacetat),
prin punctie venoasa. Tuburile cu sange sunt pastrate in frigider la temperatura 2-8 °C timp de 1
saptdmana, daca nu se trece imediat la etapa urmatoare.

b. Extragerea ADN-ului din sange:
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ADN-ul din probele prezentate este extras dupd metodologia standard, utilizand kitul “GenelJet
Whole Genomic DNA Purification Mini Kit”:

1. Din tubul cu proba colectata se ia o cantitate de 200 pl singe intr-un tub de 1.5 ml.

2. La 200 pl sdnge se adauga 20 ul Proteinase K solution si se vortexeaza. Se adauga 400 pl Lysis
solutie si se vortexeaza pana la obtinerea unei suspensii uniforme.

3. Se incubeaza la t-ra de 56°C / 10 minute in termostat; periodic se vortexeaza;

4. Se adauga 200 pl etanol (96-100%) si se pipeteaza;

5. Se transferd amestecul in coloane cu tub colector inclus.

6. Centrifugam 1 minut la 6000 x g (=8000 rpm). Tubul colector cu continut se arunc4, iar coloana
se plaseaza intr-un tub colector nou de 2 ml ce se include in kit;

7. Se adauga 500 pul solutie Wash Buffer WB I (cu etanol adaugat in prealabil);

8. Centrifugam 1 minut la 8000 x g (=10 000 rpm). Varsam continutul tubului colector;

9. Se adauga 500 pl solutie Wash Buffer WB 11 (cu etanol adaugat in prealabil);

10. Centrifugam 3 minute la 20 000 x g (=14 000 rpm). Tubul colector cu continut se arunca, iar
coloana se transfera intr-o eprubeta de 1,5 ml.

11. Se adauga 200 pl sol. Elution Buffer in centrul membranei coloanei pentru a dilua ADN-ul
genomic.

12. Se incubeaza la temperatura camerei - 2 minute;

13. Centrifugam 1 minut la 8 000 x g (=10 000 rpm).

14. Pentru o cantitate maxima de ADN se repeta etapa de eluare cu 200 ul solutie Elution Buffer
aditional.

15. Coloana se arunca, iar ADN-ul purificat se utilizeaza imediat pentru PCR sau se péstreaza la
temperatura de -20 °C.

c. Reactia de polimerizare Tn lant pentru detectarea microdeletiilor Cromozomului Y

Secventele tinta utilizate sunt urmatoarele: AZFa (sY84, sY86, sDBY1, sY620); AZFb
(sY127,sY134,sY117,sY143); AZFc (sY254, sY255, sY153, sY158); SRY si ZFX/ZFY (pentru
control. Amorsele specifice utilizate pentru amestecul multiplex si lungimile produselor PCR sunt

prezentate in (Tabelul 7).
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Tabelul 7. Secventele de primeri ale STSs (sequence-tagged-sites) utilizate Tn detectarea regiunilor

AZF
Multiplex PCR STS Regiune Secventa Primer Marime
set nr. Y (bp)
1 sY84 AZFa Forward 5" AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT-3' 326 bp
Reverse 5" GCCTACTACCTGGAGGCTTC-3'
sY134 AZFb Forward 5 GTCTGCCTCACCATAAAACG-3’ 301 bp
Reverse 5" ACCACTGCCAAAACTTTCAA-3’
DBY1 AZFa Forward 5 TATTGGCAATCGTGAAAGAC-3' 277 bp
Reverse 5" TGCCGGTTGCCTCTACTGGT-3'
sY255 AZFc Forward 5’ GTTACAGGATTCGGCGTGAT-3’ 126 bp
Reverse 5" CTCGTCATGTGGCAGCCAC-3'
2 sY254 AZFc Forward 5" GGGTGTTACCAGAAGGCAAA-3’ 400 bp
Reverse 5" GAACCGTATCTACCAAAGCAGC-3'
sY86 AZFa Forward 5" GTGACACACAGACTATGCTTC-3 320 bp
Reverse 5 ACACACAGAGGGACAACCCT-3
sY127 AZFb Forward 5 GGCTCACAAACGAAAAGAAA-3’ 274 bp
Reverse 5" CTGCAGGCAGTAATAAGGGA-3'
sY117 AZFb Forward 5 GTTGGTTCCATGCTCCATAC-3' 262 bp
Reverse 5" CAGGGAGAGAGCCTTTTACC-3'
3 sY143 AZFb Forward 5 GCAGGATGAGAAGCAGGTAG-3' 311 bp
Reverse 5' CCGTGTGCTGGAGACTAATC-3'
sY620 AZFa Forward 5° GGCTGATATATTTAACC-3' 249 bp
Reverse 5 ACTCAAAACAACACAGTC-3’
sY158 AZFc Forward 5" CTCAGAAGTCCTCCTAATAGTTCC-3' 231 bp
Reverse 5° ACAGTGGTTTGTAGCGGGTA-3'
sY153 AZFc Forward 5" GCATCCTCATTTTATGTCCA-3’ 139 bp
Reverse 5" CAACCCAAAAGCACTGAGTA-3’
Control intern Syl14 ZFY Forward 5" ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC-3' 495 bp
pentru fiecare set Reverse 5" GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT-3'
SRY Forward 5" GAATATTCCCGCTCTCCGGA-3' 472 bp

Reverse 5 GCTGGTGCTCCATTCTTGAG-3'

Principiul metodei multiplex PCR pentru detectarea microdeletiile cromozomului Y:
Pregétirea eprubetelor de tip eppendorf necesare la realizarea analizei, se marcheaza in dependenta
de numarul de probe, care necesitd sa fie supuse analizei, inclusiv, si probele controlului pozitiv
intern (feminin XX), control pozitiv extern (masculin-norma) si negativ. Se prepara 4 seturi de
eprubete cu acelasi numar, dar care corespund la cele 2 seturi de primeri.

Pentru fiecare set de primeri: setul nr. 1 (ZFY, SRY, sY84, sY134, DBY1, sY255); setul nr.
Il (ZFY, SRY, sY254, sY86, sY127, sY117); setul nr. I setul nr IV (ZFY, SRY, sY 143, sY620,
sY158, sY153), se prepara mixul de reactie (per proba) cu volumul total de 25,5 pl, ce include: 2
ul ADN genomic extras; 2,5 ul Dream Taq Green buffer (+20mM MgCI2); 2,5 ul dNTP
(dioxinucleotidtrifosfat); 0,5 ul de fiecare set de primer; 18 ul H20; 0,4 ul Dream Taq polymerase.

Toate probele se pun in termociclul “Biometra”, se introduce regimul de amplificare dupa

cum urmeaza: denaturare initiald la 95°C timp de 3 minute; urmata de 40 de cicluri de denaturare

50



la 94°C timp de 30 s, alinierea primerilor la 59°C timp de 45 s, extensia catenei de ADN la 72°C
timp de 50 s si o extindere finala la 72°C timp de 5 minute.

d. Fragmentele amplificate de ADN sunt analizate prin metoda separarii electroforetice sub
influenta unui curent electric continuu intr-un sistem-tampon continuu. ADN-ul este separat in gel
de poliacrilamida de 8%. In calitate de sistem-tampon de migrare se utilizeazd TBE 1X cu pH=8.0.
Pentru prepararea solutiei de TBE 10X se utilizeaza urmatoarele componente: 21,6 g Trisma base;
11,0 g Borat; 8 ml EDTA (0,5 M); H20 péna la 200 ml. Pentru obtinerea solutiei de TBE 1X se
dilueaza de 10 ori solutia initiala.

Prima etapa in efectuarea electroforezei este asamblarea matritei, care este alcatuita din 2
placi de sticla si 2 spatiatori din material plastic. Pentru prepararea gelului de poliacrilamida de
8% se utilizeaza componentele ce urmeaza: 10,6 ml Acrilamida/bis-acrilamida 30%; 4ml TBE
10X; 400 pul PSA 10%; 40 ul TEMED; pana la 40ml H20. Matricea cu gelul preparat se introduce
in cuva aparatului de electroforeza cu electrozii de platind asamblati; se umple cu solutia—tampon
de migrare rezervoarele superior si inferior. Electrozii se conecteaza la sursa de curent continuu la
100 V -35 mA- 30minute, apoi 200 V-70mA- 4 ore. Preelectroforeza dureaza 15 minute, dupa care
se stopeaza sursa de curent si se sondeazd probele de ampliconi (7,5 pl) in gel Impreuna cu un

marker de greutate de 50 perechi de baze. Se conecteaza sursa de curent din nou.

Tabelul 8. Fragmentele obtinute in urma electroforezei produsilor PCR

sY84: 326 bp (AZFa)

sY254: 400 bp (AZFc)

sY143: 311 bp (AZFb)

sY134: 301 bp (AZFb)

sY86: 320 bp (AZFa)

sY620: 249 bp (AZFa)

DBY1: 277 bp (AZFa)

sY127: 274 bp (AZFb)

sY158: 231 bp (AZFc)

sY255: 126 bp (AZFc)

sY117: 262 bp (AZFb)

sY153: 139 bp (AZFc)

Control Control XY (norma) Control XY (norma) Control XY (norma) Control

(XX) | set Il set 11 set negativ
ZFY- | ZFY: 495 bp ZFY : 495 bp ZFY : 495 bp

495 pb. | SRY: 472 bp SRY : 472 bp SRY : 472 bp

e. Fotodocumentarea gelului si interpretarea rezultatelor. Dupa migrare, se deconecteaza
cuva aparatului de electroforeza de la sursa de curent continuu, se detaseaza si se dezasambleaza
matricea, iar gelul obtinut este supus operatiunilor de colorare in solutie de Bromura de etidium
(C=0.5 pg/ml) timp de 5 minute. La aparatul UV SOLO se vizualizeaza produsii PCR. In urma

vizualizarii, se obtin urmatoarele fragmente care sunt prezentate n tabelul (Tabelul 8).
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Metoda molecular — genetica PCR pentru depistarea mutatiei in gena CFTR

Determinarea mutatiei AF508 in gena CFTR este recomandabila pentru cazuri de infertilitate
masculind inexplicabild. Mutatia AF508 in stare heterozigotd impreuna cu altele in gena CFTR,
determind absenta bilaterald congenitald a vaselor deferente (CBAVD) la barbati. In caz de
confirmare a mutatiei, inainte de ICSI se recomanda testarea celuilalt partener datorita frecventei
Tnalte a heterozigotilor.

Etapele analizei sunt urmatoarele:

a. Recoltarea probelor de material biologic (5 mL sange periferic in vacutainer ce contine
EDTA ca anticoagulant )

b. Extragerea ADN-ului din sénge dupa principiul clasic;

c. Efectuarea reactiei de polimerizare in lant (PCR) utilizand primeri specifici pentru mutatia
del F508; se realizeaza dupa principiul urmator.

Eprubetele de tip Eppendorf, se marcheaza in dependentd de numarul de probe, care necesita
sa fie supuse analizei, inclusiv, si probele controlului pozitiv si negativ. Se prepara mixulul de
reactie (per proba) cu volumul total de 25,5 ul: ADN extras= 2 ul; 10X Dream Taq; Green buffer
(+20mM MgCI2) = 2,5 ul; dNTP (2mM) = 2,5 ul; H20 = 18 pl; Dream Taq polymerase = 0,4
ul; Primeri mix (5mM) = 0,5 ul ce contine Tn cantitati egale,

Forward primer cu secventa AATAATGATGGGTTTTATTTCCAG

Reverse primer cu secventa TGCATAATCAAAAAGTTTTCACA
In eprubeta marcati cu ,,K +” (control pozitiv), se adauga 2 pl ADN cu genotipul cunoscut - control
pozitiv, iar in eprubeta marcata cu ,,K -” (contol negativ) nu se introduce nici - un ADN.

Toate probele se pun in termociclul “Briometra”, se introduce urmatorul regim de
amplificare: denaturare initiala la 95°C timp de 3 minute; urmata de 33 de cicluri de denaturare la
94°C timp de 30 sec, alinierea primerilor la 54°C timp de 45 sec, extensia catenei de ADN la 72°C
timp de 50 sec si o extindere finald la 72°C timp de 5 minute.

d. Verificarea amplificarii AND-ului prin electroforeza in gel de poliacrilamida de 8%.

In urma vizualizirii, se obtin urmitoarele fragmente: N/N (homozigot norma) 250 pb;
N/AF508 (heterozigot purtitor mutatie) 250 pb, 247 pb; AF508/ AF508 (homozigot mutant) 247
pb.

e. Fotodocumentarea gelului si interpretarea rezultatelor.
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Examenul citogenetic — Cariotiparea

Cromozomii sunt structuri vizibile numai in cursul diviziunilor celulare mitotice sau

meiotice. Examenul citogenetic are ca scop analiza carotipului prin obtinerea preparatelor

cromozomiale, ce se efectueaza prin urmatoarele etape:

Obtinerea de celule vii de la pacient. Celulele vii au fost obtinute din limfocitele din sangele
periferic, dupa prelevarea 1 —2 ml de sange periferic. In conditii aseptice se introduce 0,5 ml
sange heparinizat colectat intr-un mediu de cultura specific (Lymphocrome medium) — 5ml
per cultura. Limfocitele umane sunt capabile de activitatea mitoticd dupa 48 — 72 ore de
cultura care contine phytohemagglutin (PHA). Sub actiunea PHA incepe transformarea
blastica a limfocitelor, indicele mitotic ajungind valori maxime dupd 70 — 72 ore de cultura.
Blocarea diviziunii celulelor in etapa de metafaza a mitozei. Se efectueaza cu 1,5 — 2 ore
inainte de a expira 72 ore de incubare. Se administreaza 0,4 ml de solutie de colchicina, dupa
expirarea timpului de incubare, suspensia celulara se transfera in eprubete si se centrifugheaza
5 — 8 min la 1000 rotatii/min.

Socul hipotonic/ Hipotonizarea celulelor. Dupa eliminarea supernatantului, sedimentul celular
se resuspendd in 8 ml de solutie hipotonicd de KCI (0,075 M), incalzita pana la 37 grade. Se
incubeaza 25 min in termostat la 37 grade, apoi se centrifugheaza din nou, supernatantul se
eliminad iar sedimentul se supune fixatiei.

Fixarea celulelor. In calitate de fixator se utilizeaza fixatorul Carnoy acetic (alcool metilic +
acid acetic glacial in proportie de 3:1. Este necesara pentru obtinerea preparatelor
cromozomiale cu o frecventa suficienta de metafaze bine dispersate in acelasi plan si fara
suprapuneri.

Colorarea si bandarea cromozomilor. Cromozomii au fost colorati prin tehnica clasica de
marcaj G (Giemsa), nivelul de rezolutie al benzilor fiind 550-575.

Fotografierea, la microscop, a metafazelor care prezinta o buna separare a cromozomilor.
Intocmirea si interpretarea cariotipului, conform nomenclaturii din 2016 - International
System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN). Numarul de metafaze analizate au fost

de 10 - 30, dintre care 5 — 10 cariotipate, crescand corespunzator survenirii celulelor anormale.
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2.4. Tehnologii informationale si procedee de analiza statistica a rezultatelor

In literatura stiintifica internationala au fost analizate datele actuale ce tin de tematica tezei de
doctor, fiind accesate baze de date cu predilectie de profil medical: Google scholar, HINARI,
ARDI, OARE. Au fost utilizate urmatoarele cuvintele cheie: male infertility, azoospermia,
chromosomal karyotype, Klinefelter syndrome, Translocation, Inversion, Sex reversal, 47,XYY,
Y chromosome micodeletions, AZFa region, AZFb region, AZFc region, CFTR gene mutation,
AF508, ICSI, TESE, microTESE, etc.

Rezultatele parametrilor materialului seminal ale n=5767 de spermograme, din anii 2012-2020
au fost introduse in baza de date Microsoft Access 2016. Rezultatele clinice si paraclinice ale n=
96 pacientilor cu azoospermie au fost acumulate in programul Excel 2016. Analiza statisticd a
datelor pentru ambele baze de date s-a efectuat cu ajutorul programei SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) versiunea 22.0 (SPSS Inc), acelasi soft fiind utilizat pentru crearea
tabelelor si figurilor ce ofera vizualizarea grafica a rezultatelor cercetarii. Teza a fost redactata,
utilizandu-se programul Microsoft Office versiunea 2020.

Pentru analiza statistica a datelor, s-au aplicat teste parametrice si non-parametrice. Media
aritmetica a fost utilizata pentru caracterizarea tendintei centrale la evaluarea indicatorilor
spermogramei. Impreuna cu devierea standard (DS), care caracterizeaza variabilitatea tendintei
centrale, sunt utilizate pentru a sumariza caracteristicele indicatorului studiat. Pentru investigatii
primare s-a folosit coeficientul de corelatie (Pearson), este o masura a asocierii liniare dintre doua
variabile. Coeficientul de corelatie ia valori intre —1 si +1, inclusiv, cu semnificatia de asociere
pozitivd/negativa dupa semnul coeficientului si de lipsa de asociere pentru corelatie egald 0.

Procedura ANOVA (Analiza Variatiei) a fost folosita pentru a compara, concomitent, mediile
intre mai multe subgrupuri de studiu (ani, gupe de varsta, etc.) si se urmareste sa se investigheze
daci exista diferente statistice. In rezultatul procedurii, se calculeaza statistica F, care se compari
cu valoarea de referintd tabelara. Daca testul evidentiazd diferente semnificative (p < 0,05), s-a
continuat investigatia prin comparatia a cate doud subloturi, folosind statistica t Student. De
asemenea, s-a evaluat omogenitatea variantei in diferite subloturi prin aplicarea testului Lavene.
La studierea unor indicatori, acest test evidentia ca distributiile sunt egale (p>0,05). Insi pentru o
abordare consistentd, noi am dublat procedura ANOVA cu echivalentul sau non-parametric testul
dupa Kruskal-Wallis, care investigheaza diferentele dintre medianele in subloturi de diferita
structurd. Statistica folosita pentru desemnarea valorii p este y2. Testul ¥2 (chi patrat) al lui
Pearson, de asemenea, a fost utilizat pentru compararea datelor proportionale.

Regresia liniara simpla a fost folositd pentru studierea tendintei liniare in indicatorii

spermogramei in timp.
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3. ANALIZA TENDINTELOR DE MODIFICARE A PARAMETRILOR
MATERIALULUI SEMINAL, ANII 2012-2020

Capitolul al treilea, include studierea fenomenului fertilitatii masculine prin prisma evaluarii
calitatii si cantitatii materialului seminal. Analiza efectuatd cuprinde cercetarea indicatorilor
materialului seminal pe un esantion de n=5676 spermograme. Rezultatele spermogramelor sunt
extrase din registrul unui singur centru de reproducere, in care nu este indicat numarul repetarii
spermogramei. Dar, noi consideram ca datele analizate sunt suficiente pentru a aprecia unele
tendinte de modificare a parametrilor materialului seminal. Este prezentatd evolutia tendintei prin
regresia liniara a calitatii si cantitatii materialului seminal in perioada 2012-2020. Sunt analizate
si schimbarile in timp in esantionul spermogramelor cu normozoospermie, precum si ponderea

oligozoospermiei, oligoastenozoospermiei, astenozoospermiei si azoospermiei.

3.1. Estimarea calitatii si cantitatii materialului seminal in intregul esantion

Varsta medie a barbatilor la momentul realizarii spermogramei in timpul perioadei de

studiu, pe intregul esantionul (n=5767) a fost de 37,4 +6,3 ani, (IT 95%: 37,3- 37,6; mediana: 37).
Cea mai mare medie a Varstei s-a inregistrat n anul 2012 (n=200) (41,4 + 5,5; 1T 95%: 40,6— 41,0;
mediana: 41), iar cea mai mica in anul 2020 (n=560) (33,5 +5,5; IT 95%: 33,0— 34,0; mediana:
33). Rata medie de descrestere anuald a mediei varstei fiind de 2,1% (Tabelul 9).
Analiza mediilor (ANOVA: F=93,3; p=0,000) si medianelor (ANOVA dupa Kruskal-Wallis:
X2=739,5; gl=8; p=0,000) indici existenta diferentelor statistice semnificative intre ani. Analiza
evolutiei tendintei in timp a varstei barbatilor s-a efectuat prin regresia liniard. Modelul: Varsta =
59,9-0,09*Anul, (R?>=0,112; F=737,2; p=0,001). Acest model ne arati ci descresterea medie
anuala a varstei pacientilor este de 0,09 ani (p=0,000) (Tabelul 9, Figura 4).

Tabelul 9. Reprezentarea varstei biarbatilor la momentul realizérii spermogramei 2012 si 2020

Anul
2012 \ 2013 \ 2014 \ 2015 \ 2016 \ 2017 \ 2018 \ 2019 \ 2020 \ Total
Nr.abs 200 703 852 794 703 685 630 640 560 5767
Varsta ani F=93,3; p=0,000 KW X?=739,5; gl=8; p=0,000
Media 414 402 391 384 377 369 359 350 335 37,4
Devierea Standart 55 5,6 5,7 59 59 6,1 5,97 6,2 55 6,3
IT 95%- 406 398 387 380 372 365 355 345 330 37,3
IT 95%-+ 422 406 395 388 381 374 364 355 340 37,6
Mediana 41 40 38 37 37 36 35 34 33 37
Percentila 25 38 36 35 34 33 33 32 31 30 33
Percentila 75 45 44 42 42 41 40 39 39 36 41
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Figura 4. Box plot (a) si linia regresiei (b) pentru varsta in timp la barbati la momentul realizarii
spermogramei

Este dificil sa afirmam ca adresabilitatea pacientilor mai tineri din an in an se datoreaza
cresterii ratei de infertilitate la populatia mai tdnard sau a constientizarii populatiei asupra
problemei infertilitatii, dar tendinta de micsorare a varstei este evidenta in perioada de studiu.

Volumul de material seminal — ml

La intregul esantion (n=5767) media totalda a volumului de material seminal produs la
ejaculare Tn anii 2012-2020, a fost de 2,87 + 1,1 ml, (IT 95%: 2,8— 2,9; mediana: 2,9). Media
volumului Tn anul 2012 este de 3,0 + 1,2 ml, (IT 95%: 2,8— 3,2; mediana 3,0), iar in anul 2020,
ajunge de 2,7 = 1,0ml, ( IT 95%: 2,6— 2,8; mediana 2,7), cu o rata anuald medie de descrestere a
mediei de 1,1%. Analiza mediilor (F=12,1; p=0,000) si medianelor (X?=73,4; gl=8; p=0,000)
indica existenta diferentelor statistice semnificative intre ani. Regresia liniara pentru examinarea
schimbarilor in timp ale volumului s-a realizat prin modelul: Volumul de material seminal =3,5-
0,04*Anul, (R?=0,015; F=43,5; p=0,000), cu descresterea medie anuala de 0,04 ml (p=0,000),
(Tabelul 10, Figura 5: a, b, Anexa 1, 4).

Media pH-ului in timpul perioadei de studiu pe intregul esantionul (n=5767) a fost de 7,8
+0,2, (IT95%: 7,82- 7,83; mediana: 7,8). Media in acesti ani a fluctuat intre 7,79 si 7,85. Analiza
mediilor (ANOVA: F=10,8; p=0,000) evidentiaza existenta diferentelor statistice semnificative
intre ani, insa nu este posibil de identificat o tendinta, fapt confirmat si printr-un model de regresie
fara semnificatie statistica (F=0,002; p=1,000), (Tabelul 10, Figura 5: c, d, Anexa 1, 4).

Concentratia spermatozoizilor- milioane/ml

Concentratia medie a spermatozoizilor in timpul perioadei de studiu 2012-2020 pe intregul
esantion (n=5767) a fost de 39,0 +33,3 milioane/ml, (IT 95%: 38,2— 39,9; mediana: 29). In anul
2012 media este de 48,6 + 38,1 milioane/ml, (IT 95%: 43,3— 53,9; mediana: 41) si anul 2020, de
34,7 £29,1: 11 95%: 32,3— 37,1; mediana: 26). Rata medie de descrestere anuald a mediei fiind de
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3,2%. Evaluarea mediilor (F=23,0; p=0,000) si medianelor (X?=146,3; gl=8; p=0,000) arati
existenta diferentelor statistice semnificative intre ani. Regresia liniara a rezultat modelul:
Concentratia=75,1-2,2*Anul, (R?=0,025; F=146,6; p=0,001), ce ne indici descresterea medie
anuald a concentratiei spermatozoizilor de 2,2 milioane/ml (p=0,001) (Tabelul 10, Figura 5: e, f,
Anexa 1, 4).

Numirul total de spermatozoizi - milioane/ejaculat

Evaluarea parametrului spermogramei numarului total de spermatozoizi in proba, la
intregul esantion (n=5767) a evidentiat media totald de 112,1 + 109,3 milioane, (IT 95%: 109,2-
114,9; mediana: 74,5). Media scade in perioada de studiu de la 142,5 + 125,9 milioane, (1T 95%:
124,9-160,0; mediana: 110,5) pani la 93,4 + 88,2 milioane, (IT 95%: 86,1-100,8; mediana: 66,5).
Rata medie de descrestere anuala a mediei numarului total de spermatozoizi fiind de 3,8%. Media
(F=28,6; p=0,000) si mediana (X?=161,0; gl=8; p=0,000) ne indica existenta diferentelor statistice
semnificative intre ani, la fel si intre perioade (F=162,8; p=0,000). Schimbarea tendintei s-a
realizat prin modelul: numarului total de spermatozoizi = 241,2-8,0*Anul, (R?=0,029; F=174,9;
p=0,000), ce ne arata ca descresterea medie anuald a numarului total al spermatozoizilor este de
8,0 milioane (p=0,000) (Tabelul 10, Figura 5: g, h, Anexa 1, 4).

Mobilitatea progresiva (%)

Media totald pentru parametrul mobilititii progresive a fost de 31,1 +18,4(%), (IT 95%:
30,6 31,6; mediana: 32). Media pentru parametrul mentionat scade in perioada de studiu de la
35,5 + 20,2(%), (IT 95%: 32,5— 38,2; mediana: 39) pana la 29,4 +16,7(%), (IT 95%: 28,0— 30,8;
mediana: 28). Rata medie de descrestere anuald a mediei mobilitatii progresive fiind de 1,9%.
Rezultatele mediilor si medianelor argumenteaza existenta diferentelor statistice semnificative
intre ani (F=16,2; p=0,000; X?=124,4; gl=8; p=0,000). Evolutia tendintei a rezultat modelul:
Mobilitatea progresiva=47,6-1,02*Anul, (R?=0,017; F=100,9; p=0,000), cu o descrestere a mediei
anuale de 1,02(%) (p=0,000) (Tabelul 10, Figura 6: a, b, Anexa 2, 4).

Concentratia spermatozoizilor mobili - milioane/ml

Concentratia medie a spermatozoizilor mobili a fost de 18,5 + 23,2 milioane/ml, (Ii 95%:
17,9-19,1; mediana: 8,9), pe intreaga perioada analizata. Se observa o scddere a concentratiei de
la 25,5 + 29,2 milioane/ml, (IT 95%: 21,5— 29,7; mediana: 15,9) pani la 16,6 +23,1 milioane/ml,
(1195%: 14,9 19,2; mediana: 7,8), cu 0 descrestere anuali a mediei de 3,6%. Evaluarea mediilor
(F=19,1; p=0,000) si medianelor (X?=131,5; gl=8; p=0,000) ne arati existenta diferentelor
statistice semnificative intre ani si Intre perioade (F=119,3; p=0,000). Regresia liniara:
Concentratia spermatozoizilor mobili = 39,7-1,3*Anul, (R?=0,019; F=114,8; p=0,000) cu
descresterea medie anuala de 1,3 milioane/ml (p=0,000) (Tabelul 10, Figura 6: c, d, Anexa 2, 4).
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Figura 5. Box plot si linia regresiei pentru: a, b - volum ejaculat; c, d - pH-ul spermei; e, f -
concentratia spermatozoizilor; g, h - nr. total spermatozoizi, perioada anilor 2012-2020
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Numirul total de spermatozoizi mobili - milioane/ejaculat

Evaluarea mediei parametrului spermogramei, numarului total de spermatozoizi mobili in
proba, la intregul esantion (n=5767) in 2012-2020 a evidentiat 51,4 = 66,1 milioane, (I 95%: 49,7-
53,1; mediana: 22,6). Rata medie de descrestere anuald a mediei numarului total de spermatozoizi
mobili fiind de 4,7% - de la 70,3 £ 77,1 milioane, (IT 95%: 59,5- 81,0; mediana: 45,0 ) pand la 51,3
+ 65,7 milioane, (IT 95%: 49,7-53,1; mediana: 22,6). Rezultatele mediilor (F=28,1; p=0,000) si
medianelor (X?=152,0; gl=8; p=0,000) ne indici existenta diferentelor statistice semnificative intre
ani si Tntre perioadele agregate (F=165,6; p=0,000). Analiza regresiei liniare pentru evaluarea
tendintei numarului total de spermatozoizi mobili Tn ejaculat a relatat urmatorul model: numarului
total de spermatozoizi mobili = 128,8-4,8*Anul, (R? = 0,029; F=173,7; p=0,000), cu 0 descrestere
medie anuala de 4,8 milioane (p=0,000) (Tabelul 10, Figura 6: e, f, Anexa 2, 4).

Indexul mobilitatii

.....

intregul esantion (n=5767) a fost de 106,6 + 88,3 (IT 95%: 104,4 - 108,9; mediana: 76), indexul
mobilitatii fiind in descrestere Tn fiecare an cu o rata medie de 3,3%. Conform mediilor (F=22,5;
p=0,000) si medianelor (X?=126,3; gl=8; p=0,000) intre anii analizati in studiu existd diferente
statistice semnificative si Tntre perioadele analizate (F=146,0; p=0,000). Modificarea tendintei
pentru modelul: indexului mobilititii=204,6-6,1*Anul, (R?=0,026; F=153,3; p=0,000),
demonstreaza ca descresterea medie anuala a indexului mobilitatii este de 6,1 (p=0,000) (Tabelul
10, Figura 6: g, h, Anexa 2, 4).

Tabelul 10. Regresia liniara simpla a parametrilor spermogramei la intregul esantion
anii 2012-2020

Parametrii spermogramei Constanta B R2 F P

Volum (ml) 35 0,042 0,015 435 0,000
pH 7,8 0,001 0,005 0,1 0,718
Concentratia spermatozoizilor (mln/ml) 75,1 -2,3 0,025 146,6 0,001
Nr. total de spermatozoizi (min/ml) 241,2 -8,01 0,029 174,9 0,000
Mobilitatea progresiva (%) 47,6 -1,02 0,017 109,9 0,000
Concentratia sperm. mobili (mIn/ml) 39,7 -1,3 0,019 114,8 0,000
Nr. total de sperm. mobili (mIn/ejaculat) 129,8 -4.8 0,029 173,7 0,000
Concentratia sperm. functionali (mln/ml) 25,5 -0,9 0,002 120,6 0,000
Nr. total de sperm. functionali (mlIn/ejaculat) 79,4 -3,1 0,027 158,0 0,000
Indexul mobilitatii 204,6 -6,1 0,026 153,3 0,000
Forme normale (%) 32,7 -0,7 0,017 96,0 0,000
Viabilitate (%) 108,3 -3,8 0,054 330,5 0,000
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Figura 6. Box plot si linia regresiei pentru: a, b - mobilitatea progresiva; c, d - concentratia
spermatozoizi mobili; e, f - nr. total spermatozoizi mobili; g, h - indexul mobilitatii, anii 2012-2020
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Concentratia spermatozoizilor functionali - milioane/ml

Media concentratiei de spermatozoizi functionali este de 10,6 +15,1 milioane/ml, (IT 95%:
10,2-11,0; mediana: 2,9) in anii 2012-2020. In anul 2012, media numairului de spermatozoizi
functionali este de 15,5 + 18,4 milioane/ml, (IT 95%: 12,9-18,1; mediana: 10,0), iar in anul 2020,
de 9,1 +14,4 milioane/ml, (IT 95%: 7,9-10,3; mediana: 2,8), cu 0 rata medie de descrestere a mediei
de 3,9%. Tntre anii 2021-2020, conform mediilor (F=19,7; p=0,000) si medianelor (X?=140,6;
gl=8; p=0,000) sunt diferente statistice semnificative. Schimbarea tendintei parametrului
concentratiei de spermatozoizi functionali, a fost realizata prin modelul: concentratia de
spermatozoizi functionali = 25,5-0,9*Anul, (R?>=0,002; F=120,6; p=0,000). Analiza acestui model
ne demonstreaza ca descresterea mediel anuale a concentratiei spermatozoizilor functionali este
de 0,9 milioane/ml (p=0,000) (Tabelul 10, Figura 7: a, b, Anexa 3, 4).

Numarul total de spermatozoizi functionali - milioane/ejaculat

Media numarului total de spermatozoizi functionali, in perioada analizata, este de 29,6
+44 3 milioane, (IT 95%: 28,4- 30,7; mediana: 8,4). Media scade in aceasta perioada de la 42,0
+52,1 milioane, (IT 95%: 34,7- 49,3; mediana: 18,8) pani la 22,5 + 35,5 milioane, (1T 95%: 19,5-
25,4; mediana: 7,5). Astfel, rata medie de descrestere anuald a mediei numarului total de
spermatozoizi functionali este de 5,2%. Rezultatele mediilor (F=25,7; p=0,000) si medianelor
(X?=160,9; gl=8; p=0,000) demonstreazi diferente statistice semnificative intre ani si intre
perioadele analizate (F=155,5; p=0,000). Analiza regresiei liniare prin modelul: numarul total de
spermatozoizi functionali = 79,4-3,1*Anul, (R?=0,027; F=158,0; p=0,000), ne arati ci
descresterea medie anuald a numarului total al spermatozoizilor functionali este de 3,1 milioane in
proba (p=0,000) (Tabelul 10, Figura 7: ¢, d, Anexa 3, 4).

Forme normale % (procentul spermatozoizi cu forma normala din punct de vedere
morfologic). Media pentru procentul de spermatozoizi cu forme normale Tn timpul perioadei de
studiu pe intregul esantionul (n=5767) a fost de 22,1 + 12,3 (%), (IT 95%: 21,7— 22,4; mediana:
20). Rata medie de descrestere anuald a mediei fiind de 1,8%. Diferente statistice semnificative
(F=13,7; p=0,000: X?=124,6; gl=8; p=0,000) sunt intre ani si perioade (F=146,0; p = 0,000). Acest
model ne aratd ca descresterea medie anuala a mobilitdtii progresive este de 0,6 (%) (p = 0,000)
(Tabelul 10, Figura 7: e, f, Anexa 3, 4).

Vitalitatea % (procentul de spermatozoizi viabili)

Transformarea tendintei parametrului procentul de spermatozoizi viabili in anii 2012-2020,
prin analiza regresiei liniare, a rezultat modelul: procentul de spermatozoizi viabili = 108,3-
3,8*Anul, (R? = 0,054; F=330,5; p=0,000), descresterea medie anuali a viabilitatii este de 3,8 (%)
(p=0,000) (Tabelul 10, Figura 7: g, h, Anexa 3, 4).
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Rezultatele evaluarii parametrilor materialului seminal (n=5767) demonstreaza clar ca
cantitatea si calitatea materialului seminal scade in perioada de studiu 2012 -2020. Tendintele de
scadere au fost semnificative pentru toti parametrii spermei: volumul de material seminal (de la
3,0 £1,2 ml pana la 2,7 £1,0 ml, 1,1% pe an); concentratia spermatozoizilor (48,6 £38,1
milioane/ml pana la 34,7 £29,1 milioane/ml, 3,2% pe an); numarul total de spermatozoizi (142,5
+125,9 milioane pana la 93,4 £88,1 milioane, 3,8% pe an); mobilitatea progresiva (35,3 £20,2 %
pana la 29,4 £16,7 %, 1,9% pe an); concentratia de spermatozoizi mobili (25,2 £27,5 milioane/ml
pana la 16,6 £23,1 milioane/ml, 3,6% pe an); numarul total de spermatozoizi mobili (70,3 £77,1
milioane pana la 40,3 £52,4 milioane, 4,7% pe an); concentratia spermatozoizilor functionali (15,5
18,4 milioane/ml pana la 9,1 14,4 milioane/ml, 3,9% pe an); numarul total de spermatozoizi
functionali (42,2 £52,1 milioane pana la 22,5 +35,3 milioane, 5,2% pe an); forme normale (24,6
+14% pana la 20,7 £12%, 1,8% pe an) si vitalitate (58 + 36% pana la 30 + 34%, 3,8% pe an) [117].

3.2. Estimarea calitatii si cantitatii materialului seminal in esantionul cu normozoospermie

Diagnosticul de normozoospermie se refera la parametrii materialului seminal, care
indeplinesc criteriile definite de OMS in spermograma. In studiul actual, spermogramele cu
normozoospermie au fost selectate conform valorilor de referinta ale spermogramei OMS din
2010, fara a include prezenta leucocitelor. Din intregul esantion (n=5767) al spermogramelor
analizate, rezultatele cu parametrii spermogramei in limitele normale fiind (n=1685).

La Tntregul esantion (n=1685) al spermogramelor cu normozoospermie media generala a
volumului de material seminal produs la ejaculare n anii 2012-2020, s-a estimat de 3,1 +1,0 ml,
( IT95%: 3,0 — 3,1; mediana: 3,0). Rata anuald medie de descrestere a mediei volumului de 1,04%.
Intre ani sunt diferente statistice semnificative conform evaluarii mediilor (F=5,1; p=0,000) si
medianelor (KW X2=28,2; gl=8; p=0,001). Analiza prin regresia liniara a rezultat prin urmatorul
model: Volumul de material seminal = 3,8-0,05*Anul, (R?=0,011; F=18,2; p=0,000), care ne arati
ca descresterea mediei anuale a volumului este de 0,05 ml (p=0,000).

Media pH-ului la barbatii cu parametrii normali ai spermogramei a fost de 7,8 = 0,19 (%),
(IT 95%: 7,79- 7,81; mediana: 7,8). Analiza prin regresia liniara nu a identificat asocieri Tntre
valoarea pH si ani.

Concentratia medie a spermatozoizilor pe intregul esantion (n=1685) a fost de 75,7 +21,8
milioane/ml, (IT 95%: 74,6— 76,7; mediana: 76). Rata medie de descrestere anuald a mediei fiind
de 1,4%. Evaluarea mediilor (F=6,3; p=0,000) si medianelor (X?=52,8; gl=8; p=0,000) ne

semnalizeaza existenta diferentelor statistice semnificative intre ani. Modelul: regresiei liniare:
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Concentratia = 93,3-1,14*Anul, (R?=0,013; F=22,5; p=0,000), cu descresterea mediei anuale a
concentratiei spermatozoizilor este de 1,14 min/ml (p=0,000), (Tabelul 11, Figura 8, Anexa 5).

Tabelul 11. Regresia liniara simpla a parametrilor spermogramei cu normozoospermie
anii 2012-2020

Parametrii spermogramei Constanta B R2 F P

Volum (ml) 3,8 -0,05 0,011 18,2 0,000
pH 1,7 0,01 0,001 2,4 0,122
Concentratia spermatozoizilor (mln/ml) 93,3 -1,14 0,013 225 0,000
Nr. total de spermatozoizi (min/ml) 330,9 -6,61 0,022 38,6 0,000
Mobilitatea progresiva (%) 57,1 -0,41 0,015 25,4 0,000
Concentratia sperm. mobili (mln/ml) 50,7 -0,67 0,006 10,3 0,001
Nr. total de sperm. mobili (mIn/ejaculat) 190,6 -4,55 0,023 40,3 0,000
Concentratia sperm. functionali (mln/ml) 34,5 -0,65 0,009 14,8 0,000
Nr. total de sperm. functionali (mln/ejaculat) 1247 -3,41 0,024 40,8 0,000
Indexul mobilitatii 254,8 -3,13 0,013 22,8 0,000
Forme normale (%) 39,3 -0,31 0,014 23,7 0,000
Viabilitate (%) 89,5 0,52 0,012 20,4 0,000

Media totald a numarului total de spermatozoizi 229,4 + 96,6 milioane, (IT 95%: 224,7-
234,0; mediana: 215), cu o ratd medie de descrestere anuala de 2,4%. Intre ani (KW X?=46,6;
gl=8; p=0,000) sunt diferente statistice semnificative. Regresia liniara prin modelul: numarului
total de spermatozoizi = 330,9-6,6*Anul, (R? = 0,022; F=38,6; p=0,000), cu descresterea mediei
anuale de 6,6 milioane (p=0,000) (Tabelul 11, Figura 8, Anexa 5).

Media totald pentru parametrul mobilitatii progresive n rdndul barbatilor cu spermograma
normala a fost de 50,8 +£7,3 (%), (Ii 95%: 50,5—- 51,2; mediana: 50). Rata medie de descrestere
anuald a mediei mobilitatii progresive fiind de 0,7%. Analiza medianelor ne argumenteaza
existenta diferentelor statistice semnificative intre ani (KW X?= 50,5; gl=8; p=0,000) (Tabelul 11,
Figura 8, Anexa 5).

Concentratia medie a spermatozoizilor mobili a fost de 40,4 +18,8 milioane/ml, (IT 95%:
39,5 41,3; mediana: 38). Media cea mai inalta a concentratiei spermatozoizilor mobili in anul
2013 (n=297) (43,5 + 21,3; 1T 95%: 41,1 46,0; mediana: 40,5), iar cea mai mica in anul 2020
(n=81) (34,3 +22,5; IT 95%: 22,5- 29,3; mediana: 39,3). Rata medie de descrestere anuali a
mediei fiind de 1,7%. (KW X?=42,4: gl=8; p=0,000 (Tabelul 11, Figura 8, Anexa 5).

Evaluarea mediei parametrului spermogramei, numarului total de spermatozoizi mobili Tn
proba, a evidentiat 120,6 + 65,1 milioane, (I 95%: 117,5- 123,7; mediana: 106,7). Rata medie de
descrestere anuala a mediei numarului total de spermatozoizi mobili fiind de 3,2% sau 4,6 milioane

(p=0,000) (Tabelul 11, Figura 8, Anexa 5).
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In urma analizei concentratiei de spermatozoizi functionali, s-a constatat media totald de
24,6 + 15,2 milioane/ml, (IT 95%: 23,8- 25,3; mediana: 21). Rata medie de descrestere pentru
fiecare an din 2012-2020, a mediei concentratiei de spermatozoizi functionali fiind de 2,8%, (KW
X?=44.6; gl=8; p=0,000). Modelul: concentratia de spermatozoizi functionali = 34,5-0,6*Anul,
(R?=0,009; F=14,8; p=0,000), indicd cd descresterea mediei anuale a concentratiei
spermatozoizilor functionali este de 0,6 milioane/ml (p=0,000), (Tabelul 11, Figura 8, Anexa 5).

Media totald a parametrului numarului total de spermatozoizi functionali In proba a fost de
72,3 +48,4 milioane, (IT 95%: 70,0-74,7; mediana: 59). Rata medie de descrestere anuala a mediei
numirului total de spermatozoizi functionali fiind de 4,0%, (KW X?=54,9; gl=8; p=0,000).
Modelul: numarul total de spermatozoizi functionali = 124,7-3,4*Anul, (R2:0,024; F=40,8;
p=0,000), cu descresterea mediei anuale de 3,4 milioane in proba (p=0,000), (Tabelul 11, Figura
8, Anexa b).

La intregul esantion (n=1625), media totala a parametrului indexului mobilitatii a fost de
206,7 +59,2 (1T 95%: 203,9- 209,5; mediana: 202). Indexul mobilitatii fiind in descrestere in fiecare
an cu o rata medie de 1,4%, (KW X?=50,9; gl=8; p=0,000). Modelul: indexului mobilitatii = 254,8-
3,1*Anul, (R?=0,013; F=22,8; p=0,000), ne confirmi descresterea medie anuala a indexului
mobilitatii de 3,1 (p=0,000) (Tabelul 11, Figura 9, Anexa 5).
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Figura 9. Linia regresiei rezultatelor spermogramei: a. indexul mobilitatii; b. forme normale

Media pentru procentul de spermatozoizi cu forme normale in timpul perioadei de studiu pe
intregul esantion (n=1685) a fost de 34,6 + 5,8 (%), (1195%: 34,3— 34,8; mediana: 34). Rata medie
de descrestere anuali a mediei fiind de 0,8%, (KW X?=54,0; gl=8; p=0,000). Anual procentul de
spermatozoizi vii a crescut cu o rata medie de crestere a mediei de 1,0%, (KW X?=106,7; gl=8;
p=0,000). Modelul: procentul de spermatozoizi viabili = 89,5+0,5*Anul, (R?=0,012; F=20,4;
p=0,000), ne demonstreaza ca cresterea medie anuala a viabilitatii este de 0,5 (%) (p=0,000),
(Tabelul 11, Figura 9, Anexa 3).
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3.3. Evaluarea rezultatelor spermogramelor, conform OMS 2010

In anii 2012-2020, din numarul total de (n=5767) de spermograme analizate, 29,2%
(n=1685), au prezentat valori normale ale materialului seminal - normozoospermie si 70,8%
(n=4082) tulburari de spermatogeneza. Pe intreaga perioada de studiu, au fost semnalate diferente
statistice semnificative X2=352,7; gl=40; p=0,000. Cea mai frecventa anomalie a spermatogenezei
a fost Inregistratd astenozoospermia in 35% (n=2016), urmatd de oligozoospermia in 27,8%
(n=1606), azoospermia 3,9% (n=224), oligoastenozoospermia 2,5% (n=143) si
oligoastenoteratozoospermia 1,6% (n=93), (Tabelul 12, Figura 10, Anexa 6).

Tabelul 12. Repartizarea esantionului conform rezultatelor spermogramei pe perioade agregate

Anii
2. .
Diagnostic spermograme | 2012-2015 | 2016-2020 Total X5 glp
n | % n | % n | %
H 2— . —
Normozoospermia 986 387 699 21,7 1685 292 X ;ig S0
H H 2— . —_ .
Oligozoospermia 587 230 1019 31,7 1606 27,8 X‘;jblbg{‘l'
H H 2— . —
Oligoastenoteratozoospermia 39 15 54 17 93 16 X ;3;80%'1_1
H 2— . .
Astenozoospermia 756 297 1260 392 2016 350 ¢ 20igE
H H 2— . —
Oligoastenospermia 60 24 83 26 143 25 X ;(2(1),%5—1,
Azoospermia 121 47 103 32 224 39 Xz;ig?og';l?
2— . —5-
Total 2549 100 3218 100 5767 100 ool
39.2
40 | 38.7
30 29.7
230 21.7
20 -
10 -
47 94 15 32 26 17
0 - — |
2012-2015 2016-2020
®m Normozoospermia Oligozoospermia m Astenozoospermia
Azoospermia m Oligoastenozoospermia Oligoastenoteratozoospermia

Figura 10. Distributia rezultatelor spermogramei pe perioade agregate

Tn anul 2012, normozoospermia a fost inregistrata in 46,5% (n=93) si in anul 2020, ajunge

la 14,5% (n=81). Se observa un declin a valorilor normale ale spermatogenezei, cu o ratd anuala
medie de descrestere de 7,6%, Tn anii 2012-2015 fiind de 38,7% (n=986) si in anii 2016-2020 de
21,7% (n=699), (Tabelul 12, Figura 11, Anexa 6).
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Figura 11. Clasificarea materialului seminal pe criterii diagnostice in perioada anilor 2012- 2020

Tn anul 2012, astenozoospermia a fost depistata in 21,5% (n=43) si anul 2020, in 47,2%
(n=265), cu o rata anuala de crestere de 13,2%. Oligozoospermia observam crestere de-a lungul
anilor de studiu, de la 21% (n=42) pana la 30,9% (n=173), cu o rata anuala de 5,2%. Inclusiv, de-
a lungul anilor, creste si oligoastenozoospermia de la 24% la 2,6%, si
oligoastenoteratozoospermia de la 1,5 la 1,6%. Cazurile cu azoospermie au fost diagnosticate cele
mai multe Tn anul 2012 de 7%, si 2014 de 5,5%.

Rezultatele descrise indica faptul cd, Tn perioada 2012-2020, calitatea si cantitatea
materialului seminal este n scddere continua si rapida. Considerdm ca, analiza tendintelor
regionale a parametrilor spermei este necesara si poate fi utilizata ca un factor indirect in evaluarea
starii actuale a fertilitatii masculine. Pe viitor, este necesar sa se efectueze diverse studii de
cercetare pentru a afla cauzele majore care duc la scaderea calitatii si cantitdtii materialului
seminal.

Dupd cum sugereaza mai multi autori, cauzele deteriorarii indicatorilor materialului
seminal nu sunt pe deplin elucidate. Considerdm, ca factorii de mediu si stilul de viatd pot influenta
asupra spermatogenezei. De asemenea, nu putem exclude contributia factorilor genetici, care

controleaza nemijlocit calitatea si cantitatea spermatozoizilor [33, 44, 46, 117].
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4. ASPECTE FENOTIPICE SI GENETICE ALE BARBATILOR CU
AZOOSPERMIE

Tn acest capitol, sunt prezentate particularitatile fenotipice ale barbatilor cu azoospermie
(n=96). Tot in acest compartiment, sunt expuse rezultatele evaluarii investigatiilor citogenetice
(variatiile cromozomiale) si molecular-genetice (microdeletiile cromozomului Y si mutatiile n
gena CFTR) in corelatie cu manifestarile fenotipice la barbatii cu azoospermie. Este evaluat rolul
consultului medico-genetic pentru cuplurile cu infertilitate prin prisma rezultatelor obtinute pentru
fiecare caz cercetat. Sunt descrise optiunile de tratament reproductiv al pacientilor cu anomalii
cromozomiale, microdeletii in regiunea AZFa, AZFb, AZFc si mutatii in gena CFTR, atunci cand
cuplul cu infertilitate masculind legatd de azoospermie opteaza pentru tratament Tn cadrul

Tehnicilor de Reproducere Asistata.

4.1. Particularitatile fenotipice ale barbatilor azoospermici cu variatii ale cariotipului,
deletii AZF, mutatii CFTR depistate si fira varatii genetice depistate

In urma investigatiilor molecular genetice (testarea microdeletiilor cromozomului Y si
testarea genei CFTR) si citogenetice (cariotipare prin bandare G), barbatii cu azoospermie
investigati (n=96) au fost repartizati in doua subloturi: sublotul 1 — (n=35) pacienti cu variatii
genetice prin testele genetice propuse si sublotul 2 — (n=61) pacienti fara variatii genetice prin
testele genetice disponibile. Dintre pacientii depistati cu variatii genetice 25% (n=24) au cariotip
anormal, 10,4% (n=10) prezinta microdeletii Y, 2,1% (n=2) au cariotip anormal + microdeletii Y
si 3,1% (n=3) au mutatii in gena CFTR (Figura 12).

. 3.19% -~ Cumutatic in

gena CFTR
Cariotip normal *8.3%
75,0% cu deletii in
= regiunea
Cariotip
anormal
25,0%

Figura 12. Structura incidentei cauzelor genetice confirmate prin teste molecular-genetice si
citogenetice la barbatii cu azoospermie (n=96)
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Pacientii din ambele subloturi au fost analizati pe grupe de varstid. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 12.

Tabelul 13. Rezultatele testelor genetice la barbatii cu azoospermie pe grupe de varsta

Varsta ani

Rezultate genetice 19 -29 30-39 >40 Total
n=22 % n=64 % n=10 % n=96 %
cu variatii genetice (Sublot 1) 4 182 28 438 3 30,0 35 365
fara variatii genetice (Sublot 2) 18 818 36 56,2 7 700 61 635
Citogenetice ~Cariotip normal 20 909 45 70,3 7 70,0 72 75,0
cariotip cu anomalii 2 9,1 19 297 3 30,0 24 250
Molecular  far deletie AZF 20 90,9 57 891 9 90,0 86 89,6
aan cudeltie AZF 2 91 7 109 1 100 10 104
Molecular  fara mutatie CFTR 22 100 61 953 10 100 93 96,9
(Crrmy cumutatie CFTR 3 47 3 31

Repartizarea pacientilor din sublotul 1 in dependenta de grupele de varsta nu a prezentat
diferente statistice semnificative (32=4,82; gl=2; p=0,09). Dintre pacientii cu varsta 30 - 39 ani
43,8% (n=28) au fost diagnosticati cu variatii genetice prin testele genetice in comparatie cu grupul
de varsta >40 ani in care ponderea acestora a fost de 30,0% (n=3) si 19 — 29 ani de 18,2% (n=4).
Respectiv, ponderea pacientilor care nu au fost diagnosticati cu variatii genetice prin testele
genetice au fost 56,2% (n=36), 70,0% (n=7) si, respectiv, 81,8% (n=18) pentru grupele de varsta
mentionate anterior. Dintre pacientii cu varsta >40 ani 30,0% (n=3) au avut modificari in cariotip
si 70,0% (n=7) au prezentat cariotip normal. La pacientii cu varsta de 30 - 39 ani la 29,7% (n=19)
a fost identificat cariotip anormal si 70,3% (n=45) au prezentat cariotip normal. La grupa de varsta
19 - 29 ani cariotip anormal au prezentat doar 9,1% (n=2) fara diferente statistice semnificative
(x2=3,85; gl=2; p=0,145). Analiza rezultatelor obtinute atesta 0 repartizare omogena a pacientilor
ce au prezentat microdeletii ale cromozomului Y pe grupele de varsta. Dintre pacientii cu varsta
30 - 39 ani 1n 10,9% (n=7) au fost diagnosticati cu deletie in regiunea AZF la varsta de 19 -29 ani
9,1% (n=2) si, respectiv, varsta >40 ani 10,0 % (n=1). De mentionat faptul, ca toti pacientii (n=3)
care au fost diagnosticati cu mutatii in gena CFTR, au avut varsta de 30 - 39 ani (Tabelul 13).

Cu regret, majoritatea pacientilor in 73,8% (n=31) au fost diagnosticati cu modificari
genetice la o varsta tardiva >30 ani, ce descriu o situatie alarmanta a sistemului medical. Cauzele
fiind multiple: lipsa adresabilitatii pacientilor; lipsa indreptarii pacientilor la consultul medico-
genetic; neconlucrarea medicilor Tn echipe multidisciplinare etc.

In continuare, am analizat particularititile subloturilor in dependenti de varsta pacientilor

si istoricul infertilitatii (Tabelul 14 si Tabelul 15). Varsta medie a barbatilor azoospermici in
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sublotul 1 de studiu (n=35) a fost de 34,1 4,3 ani, (IT 95%: 32,6 — 35,6; mediana: 34,0) si in

sublotul 2 de 33,6 +5,8 ani, (1T 95%: 32,1 — 35,1; mediana: 33,0) (Tabelul 14).

Tabelul 14. Varsta si istoria infertilitatii la barbatii cu azoospermie Tn lotul de cercetare

Sublot 1 Sublot 2 Total

n=35 n=61 n=96
) Media DS 34,1+ 4,3 33,6458 33,853
Varsta IT 95% 32,6 - 35,6 32,1-351 32,7-349
(ani) Mediana 34.0 33,0 33,0
Percentila 25 — 75 31,0 - 36,0 20,0-37,0 30,0-36,0
Minim — Maxim 28,0 — 47,0 19,0-52,0 19,0-52,0
Istoria Media £ DS 6,5 +3,6 6,4 +5,1 6,4 +4,6
infertilitatii |7 95% 5277 51-7,7 5574
(ani) Mediana 7,0 4,0 5,0
o000 o Percentila2s 75 3,0-8,0 20-100  30-90
’ Minim — Maxim 1,0-14,0 1,0-200 1,0- 20,0
Varstala  Media £ DS 27,7 £3,6 272433  274+34
diagnoza 17T 95% 26,4 — 28,9 26,3-28,0 26,7-28,1
(ani) Mediana 28,0 27,0 27,0
F=0415.  Percentila 25— 75 25,0 — 30,0 250-30,0 25,0-30,0
p=0,521 Minim — Maxim 21,0 - 35,0 18,0340 18,0-35,0

Media istoriei infertilitatii la esantionul de studiu 1 a fost de 6,5 +3,6 ani, (IT 95%: 5,2 —
7,7; mediana 7,0) si esantionul 2 de studiu de 6,4 +5,1 ani, (IT 95%: 5,1 — 7,7; mediana 4,0). In
sublotul de studiu 1, media de varsta la care s-a diagnosticat infertilitatea este de 27,3 +3,6 ani, (IT
95%: 26,4 — 28,9; mediana 28,0) si in sublotul 2 de referinta 27,3 +3,3 ani, (IT 95%: 26,3 — 28,0:
mediana 27,0) (Tabelul 14).

Tabelul 15. Varsta si istoria infertilititii la barbatii azoospermici cu mutatii genice si cromozomiale

b MediaDS  1195%  Mediana g
] Mutatie CFTR 3 34,7406 33,2361 35,0 34-35
varsta  pejetii AZF 10 33,0+3,7 30,3-357 33,0 28— 40
@) Cariotip anormal 22 345449 324-367 34,0 28— 47
Total 35 341+43 32,6-356 34,0 28 — 47
Istoria  Mutatic CFTR 3 130410 105-155 13,0 12— 14
infertilitatii  Deletii AZF 10 5,0 +2,7 30-7,0 4,0 2-9
_(ani) Cariotip anormal 22 6,2 +3,2 48176 7,0 1-14
FE Yoo Tota 35 65436 5277 7.0 1-14
Varstala Mutatie CFTR 3 217406 20,2—231 22,0 2122
diagnoza  peletii AZF 10 280425 26,2298 28,0 2431
F:é,a?g';) Cariotipanormal 22 28,336 26,7 29,9 280  24-35
p=0,007 Total 35 27,7436 26,4—289 28,0 21-35
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La pacientii cu mutatii In gena CFTR care se confruntd cu infertilitatea in cuplu varsta
medie a fost de 34,7 +0,6 ani, (1T 95%: 33,2 — 36,1; mediana: 35,0), cu media totala a infertilititii
de 13,0 1,0 ani, (IT 95%: 10,5 — 15,5; mediana: 13,0) si media la care au fost diagnosticati de 21,7
+0,6 ani, (IT 95%: 20,2 — 23,1; mediana: 22,0). Varsta medie a pacientilor ce au prezentat deletii
n regiunea AZF a fost de 33,0 +£3,7 ani, (IT 95%: 30,3 — 35,7; mediana: 33,0), cu medie totala a
infertilitatii de 5,0 £2,7 ani, (IT 95%: 3,0 — 7,0; mediana: 4,0) si media la care au fost diagnosticati
de 28,0 +2,5 ani, (IT 95%: 26,2 — 29,8; mediana: 28,0) (Tabelul 15).

Am analizat particularitatile materialului seminal al pacientilor in ambele subloturi.
Conform cerintelor OMS, efectuarea calitativa a spermogramei, necesitd ca pacientul sa respecte
o perioada de abstinenta cu o durata de 3-7 zile inaintea prelevarii. Astfel, durata de abstinenta in
sublotul 1 de studiu a constituit 4,5 +1,3 zile, (IT 95%: 4,1 — 5,0; mediana 5,0), iar in sublotul 2 de
referintd — 4,9 1,4 zile, (IT 95%: 4,6 — 5,3; mediana 5,0), (F=1,96; p=0,164) (Tabelul 16).

Tabelul 16. Parametrii spermogramei la birbatii cu azoospermie repartizate pe loturi de cercetare

.. . Sublot 1 Sublot 2 Total

Parametrii spermogramei 235 ] =96
Abstinenta  Media + DS 45+1,3 4,9 +1,4 4,8 +1,4
(zile) IT 95% 41 - 50 46 —5,3 45 —-5,0
F=1,96; Mediana 50 50 50
p=0,164  Percentila 25— 75 3,0 -5,0 4,0 - 6,0 40 -6,0
Minim — Maxim 20-70 30-70 20 -7,0
Volumul ~ Media + DS 2,3+0,8 2,9+13 2,7 1,2
(ml) 1T 95% 2,0 — 2,6 25 — 3,2 2,4 — 29
F=513: Mediana 2,4 2,9 2,6
p=0,026 Percentila25 —75 15 -28 2,0 -35 2,0 -3,3
Minim — Maxim 03 — 38 0,3 — 8,0 0,3 — 8,0
Timpde  Media + DS 37,4 +8,0 38,3+ 10,4 38,0 +9,5
lichefiere 17 95% 34,7 -40,2 35,6 — 40,9 36,0 — 39,9
(min) Mediana 40,0 40,0 40,0
o oe7e  Percentila2s-75 300450  350-450  325-450
Minim — Maxim 20,0 — 60,0 10,0 - 60,0 10,0 - 60,0
pH Media + DS 7,5 +0,4 7,7+0,5 7,6 £0,5
IT 95% 73-76 76-78 75-77
F=6,29; Mediana 7,5 7.8 7,7
P=0014" percentila 25— 75 71-78 7.6-8,0 74-79
Minim — Maxim 6,7—-8,2 55-9,0 55-9,0
Leucocite Media + DS 0,7 £0,9 0,8 +0,9 0,8 £0,9
(min/ml)  1T95% 0,4-1,0 06-11 0,6 —1,0
F=0,26: Mediana 0,6 0,7 0,6
p=0606  Ppercentila 25— 75 01-1,0 01-1,0 01-1,0
Minim — Maxim 0-5,0 0-49 0-5,0
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De mentionat faptul ca, timpul de lichefiere a materialului seminal nu a diferentiat esential
intre subloturi, fiind in sublotul 1 de studiu — 37,4 +8,0 min, (IT 95%: 34,7 — 40,2; mediana 40) si
in sublotul 2 de referinta — 38,3 +10,4 min, (IT 95%: 35,6 — 40,9; mediana 40), respectiv, nu se
observa diferente statistic semnificative Tntre subloturi (F=0,75; p=0,676) (Tabelul 16, Figura 13).
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Figura 13. Analiza box plot a duratei de abstinenti (a) si timpul de lichefiere (b) pe subloturi
cercetate

Volumul spermogramei la pacientii din sublotul de studiu 1 s-a dovedit a fi statistic,
semnificativ, mai mic decat la cei din sublotul 2 de referinta (F=5,13; p=0,026). Astfel, in sublotul
1 de studiu volumul a fost de 2,3 +0,8 ml, (IT 95%: 2,0 — 2,6; mediana 2,4), pe cand Tn sublotul 2
de studiu — 2,9 1,3 ml, (1T 95%: 2,5 — 3,2; mediana 2,9) (Tabelul 16, Figura 14).
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Figura 14. Analiza box plot a datelor volumului (ml) repartizat pe sublotul 1 de studiu (a, b) si
sublotul 2 de studiu (a)

Valoarea pH a spermei ih ambele subloturi este bazica (alcalina), avand valoarea 7,5 +0,4,
(1T 95%: 7,3 — 7,6; mediana 7,5) in sublotul 1 de studiu si 7,7 +0,5, (Il 95%: 7,6 — 7,8; mediana
7,8) in sublotul 2 de studiu, prezentand diferenta statistic semnificativa intre subloturi (F=6,29;
p=0,014) (Tabelul 16, Figura 15).
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Figura 15. Analiza box plot a valorilor pH repartizat pe sublotul 1 de studiu (a, b) si sublotul 2 de
studiu (a)
Numarul de leucocite in ejaculat nu depaseste norma de 1 mln/ml, constituind in sublotul
1 de studiu — 0,7 0,9 min/ml, (IT95%: 0,4 — 1,0; mediana 0,6) si in sublotul 2 de studiu — 0,8 +0,9
min/ml, (IT 95%: 0,4 — 1,1; mediana 0,7) fara diferenta statistic semnificativa intre subloturi
(F=0,26; p=0,606) (Tabelul 16, Figura 16).
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Figura 16. Analiza box plot a valorilor concentratiei leucocitelor (mIn/ml) repartizate pe sublotul 1
de studiu (a, b) si sublotul 2 de studiu (a)

Durata de abstinenta la pacientii cu mutatii in gena CFTR a constituit 4,0 +1,7 zile, (Il
95%: 3 — 8,3; mediana 3,0), la pacientii cu Microdeletii Y — 4,9 £1 .4 zile, (IT 95%: 3,9 - 5,9;
mediana 5,0) si cariotip anormal 4,4 #1,2 zile, (IT 95%: 3,9 — 5,0; mediana 5,0), (F=0,745;
p=0,483).

Volumul mediu de 1,4 +1,2 ml, (IT 95%: 0 — 4,4; mediana 1,3) la pacientii cu mutatii in

gena CFTR s-a diagnosticat mai mic, comparativ cu pacientii cu Microdeletii Y —2,7 0,8 ml, (IT
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95%: 2,1 — 3,3; mediana 2,5) si cariotip anormal 2,3 0,7 ml, (IT 95%: 2,0 — 2,6; mediana 2,2),
(F=3,256; p = 0,054).

Valoarea pH a materialului seminal la pacientii cu mutatii in gena CFTR s-a diagnosticat
mai mica, avand valoarea de 7,1 +0,5, (IT 95%: 6,0 — 8,3; mediana 7,0), comparativ cu pacientii
cu AZF deletii 7,7 0,4, (Ii 95%: 7,5 — 8,0; mediana 7,8) si cariotip anormal 7,4 £0,4, (IT 95%: 7,2
—7,6; mediana 7,5), diferenta semnificativa intre grupuri (F = 3,323; p = 0,049) (Tabelul 17).

Tabelul 17. Caracteristicele materialului seminal la pacientii cu mutatii genice si cromozomiale

Parametrii spermogramei Mutatie Deletii Cariotip
CFTR AZF anormal Total

Abstinenta  Media + DS 4,0 £1,7 49+14 44412 45 +1,3
(zile) IT 95% 3-8,3 3,9-59 39-50 41-50
F=0,745; Mediana 3,0 5,0 5,0 50
p=0,483 Percentila 25— 75 3,0-6,0 4,0-6,0 30-50 3,0-50
Minim — Maxim 3,0-6,0 3,0-70 20-70 20-70
Volumul ~ Media + DS 1,4+1,2 2,7 40,8 2,310,7 2,3+0,8
(ml) 1T 95% 0-44 21-33 2,0-26 2,0-26
F=3.256: Mediana 1,3 2,5 2,2 2,4
p=0,054 Percentila 25— 75 03-2,7 2,433 20-27 15-28
Minim — Maxim 0,3-27 1,5-3,8 1,1-3,7 03-38
Timpde  Media+ DS 40,0450 38,0+7,1 36888 37,4480
lichefiere 17 95% 276-524 329-431 32,9-40,7 34,7-402
(min) Mediana 40,0 40,0 35,0 40,0
F=0234;  porcentila25-75  350-450 30,0—450 30,0-40,0 30,0—45,0
p=0,792 Minim — Maxim 350-450 30,0-450 20,0-60,0 20,0-60,0
pH Media + DS 7,105 7,7 0,4 7,4 10,4 7,5+0,4
IT 95% 6,0 —8,3 7,5-8,0 72-76  73-76
F=3,323; Mediana 7,0 7.8 75 7,5
P=0,049  pegreentila 25 — 75 6,877 7.6-8,0 71-77  711-178
Minim — Maxim 6,8-7,7 7,1-8,2 6,7 8,2 6,7-8,2
Leucocite  Media £ DS 1,1 40,2 0,4+0,4 0,8+1,1 0,7 +0,9
(min/ml) (7 959 06-17 0,1-0,7 03-13 04-10
F=0,996; Mediana 1,0 0,3 0,6 0,6
pP=0380  percentila25 — 75 10-14 01-07 01-11 01-10
Minim — Maxim 10 -14 0-10 0-50 0-50

Au fost analizati parametrii spermogramei la pacientii cu azoospermie din ambele subloturi
la valorile de referinta OMS 2010. Volumul si pH-ul spermei sunt importante pentru stabilirea
diagnosticului diferential al cauzei azoospermiei. La pacientii azoospermici cu probe de volum
redus, acide, diagnosticul diferential este CBAVD sau obstructia completd a canalului ejaculator

bilateral (EDO). Volumul micsorat asociat cu pH-ul acid indica lipsa contributiei din partea
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veziculelor seminale. Ejaculatele azoospermice cu volum normal si pH alcalin indica vezicule
seminale functionale si conducte ejaculatoare patentate [130]. Absenta bilaterala a vaselor
deferente (CBAVD) este asociatd cu mutatia genei CFTR. Absenta vaselor deferente este
asimptomatica din punct de vedere clinic si, astfel, toti pacienti cu azoospermie trebuie sa fie foarte
atent investigati pentru mutatiile genei CFTR, in special, barbatii cu volumul spermei < 1,5 ml si
pH < 7,2 (Tabelul 18, Tabelul 19).

Tabelul 18. Parametrii spermogramei (volum, pH, leucocite) repartizate pe loturile de cercetare
raportate la valorile de referintid OMS 2010

Parametrii spermogramei Sublot 1 Sublot 2 Total
n=35 % n=61 % n=96 %
Volum <15ml 4 11,4 7 11,5 11 11,5
>1,5ml 31 88,6 54 88,5 85 88,5
pH <72 11 31,4 7 11,5 18 18,8
>172 24 68,6 54 88,5 78 81,3
Leucocite < 1 min/ml 7 20,0 15 24,6 22 22,9
> 1 mln/ml 28 80,0 46 75,4 74 77,1

Tabelul 19. Parametrii spermogramei (volum, pH, leucocite) raportate la valorile de referinta OMS
2010, 1a pacientii cu mutatii genice

Mutatie Deletii Cariotip
Parametrii spermogramei CFTR AZF anormal Total
n=3 % n=10 % n=22 % n=35 %
Volum <15ml 2 66,7 2 9,1 4 114
>1,5ml 1 333 10 100 20 90,9 31 88,6
pH <72 2 66,7 2 20,0 7 318 11 314
>17,2 1 333 8 80,0 15 68,2 24 68,6
Leucocite <1 min/ml 1 333 6 27,3 7 20,0
> 1 miln/ml 2 66,7 10 100 16 72,7 28 80,0

Pentru a identifica factori posibili ce ar fi putut afecta statutul fertilitatii, au fost analizate
datele din anamneza pacientilor (Tabelul 20, Tabelul 21, Tabelul 22). S-a constatat ca,
aproximativ, 2/3 dintre participantii la cercetare nu au suportat in copilarie boli, care presupun
(63,9%) pacienti, fara diferenta statistic semnificativa intre loturi (y2=0,11; gl=1; p=0,916). Oreion
in sublotul 1 de studiu au prezentat in 61,5% (n=8) si sublotul 2 de 50,0 (n=11). Orhita virala au
prezentat in 22,7% (n=5) in sublotul 1 si 15,4% (n=2) sublotul 2 (Tabelul 20).

Unii barbati investigati au mentionat prezenta traumatismelor genitale in anamneza, care,

la fel, ar putea influenta fertilitatea: in sublotul 1 de studiu 11,4% (n=4) si in sublotul 2 de referinta
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31,7% (n=19), fara diferenta statistic semnificativa intre loturi (¥2=4,96; gl=1; p=0,026) (Tabelul
22).

Tabelul 20. Asocierea bolilor din copilarie ce presupune afectarea fertilititii la barbatii cu
azoospermie

Boli in copilarie Sublot 1 Sublot 2 Total 25 gl p
% n % n %

a prezentat 13 37,1 22 36,1 35 36,5 o011
nu a prezentat 22 62,9 39 63,9 61 63,5 gl=1;
Total 35 100 61 100 96 100 P=0.916
Oreion 8 61,5 11 50,0 19 54,3
Orhita Virald 2 154 5 227 7 200 27047
Criptoorhidie 3 23,1 6 27,3 9 25,7 p:gf{;é
Total 13 100 22 100 35 100

Tabelul 21. Asocierea bolilor din copilarie la barbatii cu azoospermie cu patologii genetice

Rezultate genetice (Sublot 1)

Boli in Mutatie Deletii Cariotip x2; gl; p
copilarie CFTR AZF anormal Total
n % n % n % n %

a prezentat 5 50,0 8 364 13 31,1 y2=2.48;
nu a prezentat 3 100 5 50,0 14 63,6 22 62,9 gl=2;
Total 3 100 10 100 22 100 35 100  p=0,288
Oreion 4 80,0 4 50,0 8 61,5
Orhita Virala 2 250 2 154 LT3
Criptoorhidie 1 20,0 2 25,0 3 23,1 nglizzd
Total 5 100 8 100 13 100 ’

Interventii chirurgicale in regiunea pelviand mentioneaza in 14,3% (n=5) din participanti
din sublotul 1 de studiu si 21,3% (n=13) din sublotul 2 ce nu determina diferenta statistic
semnificativa intre ele (¥2=0,721; gl=1; p=0,396). Infectiile genitale precum epididimita sau
uretrita au fost prezente la 17,1% (n=6) din participanti din sublotul 1 de studiu si 24,6% (n=15)
din sublotul 2 de studiu fara diferenta statistic semnificativa intre acestea (y2=0,722; gl=1;
p=0,396). Expuneri la gonadotoxice, cum ar fi radioterapia, chimioterapia, febrd recentd sau
medicamente curente, au avut 25,7% (n=9) din pacienti din sublotul 1 de studiu si 32,8% (n=20)
din sublotul 2 de referinta, diferenta statistic semnificativa intre subloturi nu se atesta (y2=0,528;
gl=1; p=0,468). Sufera de tabagism, aproximativ, aceeasi proportie de participanti din ambele
subloturi: Tn sublotul 1 de studiu — 42,9% (n=15) de pacienti si in sublotul 2 de studiu — 37,7%
(n=23) fara diferenta statistic semnificativa intre ele (¥2=0,247; gl=1; p=0,619). Luand in
considerare influenta unui posibil istoric familial de anomalii congenitale, retard mental, tulburari

de reproducere sau fibroza chistica asupra fertilitatii, participantii au fost interogati si la acest
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capitol. Au fost primite urmatoarele raspunsuri afirmative: in sublotul 1 de studiu in 25,7% (n=9)
cazuri si in sublotul 2 de studiu — 14,8% (n=9) cazuri (Tabelul 22).

Tabelul 22. Asocierea unor factori de risc ce pot afecta fertilitatea in loturile cercetate

Factori de risc din istoricul Sublot 1 Sublot 2 Total
personal n=35 % n=61 % n=96 %

) ) nu 31 88,6 41 68,3 72 75,8
Traumatisme genitale da 4 11,4 19 317 23 24,2
Interventii chirurgicale nu 30 85,7 48 78,7 78 81,3

inregiunea pelvind  da 5 14,3 13 21,3 18 18,8

o nu 29 82,9 46 75,4 75 78,1

Infectii genitale da 6 17.1 15 246 21 219
Expuneri la nu 26 74,3 41 67,2 67 69,8
gonadotoxice da 9 25,7 20 32,8 29 30,2
Este consumator de U 20 57,1 38 62,3 58 60,4
tigari da 15 42,9 23 37,7 38 39,6

Istoric familial nu 26 74,3 52 85,2 78 81,3
anomalii congenitale  da 9 25,7 9 14,8 18 18,8

Analiza manifestarilor fenotipice din sfera urogenitala a pacientilor a permis identificarea
unor semne clinice sugestive pentru anumite entitati nozologice. Desi in ambele subloturi céate
jumadtate de participanti au avut dimensiunea si consistenta testiculelor normald, totusi, prezenta
modificarilor a determinat diferentd statistic semnificativa intre subloturi (y2=12,1; gl=3;
p=0,007). Testicule micsorate in volum s-au inregistrat in 8,6% (n=3) din pacienti din sublotul 1
de studiu si 29,5% (n=18) din sublotul 2 de studiu (Tabelul 23).

40 37.1
31.4
30
20 13.1
10 8.2
0
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m Sublot1  Sublot 2

Figura 17. Ponderea hipogonadismului si ginecomastiei la ambele subloturi de cercetare

Hipogonadismul fiind mai frecvent in 37,1% (n=13) la sublotul 1 de studiu comparativ cu
sublotul 2 de referinta 13,1% (n=8) (Tabelul 23, Figura 17). Aceasta se poate explica, prin faptul

ca in sublotul 1 - dintre pacientii cu patologii genetice cel mai frecvent hipogonadismul s-a
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inregistrat la pacientii cu cariotip anormal in 50,0% (n=11), urmatd la pacientii cu deletii n
regiunea AZF 20,0% (n=2) (Tabelul 24).

Prezenta ginecomastiei este, statistic, semnificativ mai frecventa in sublotul 1 de studiu de
31,4% (n=11) si in sublotul 2 de 8,2% (n=5), (x2=8,642; gl=1; p=0,003) (Tabelul 23, Figura 17).
Tn sublotul 1 de studiu ginecomastia este mai frecventa la pacientii cu cariotip anormal in 45,5%
(n=10), urmata de 10,0% (n=1) la pacientii cu microdeletii ale cromozomului Y, la pacientii cu

mutatii in gena CFTR nu s-a inregistrat (¥2=5,5; gl=2; p=0,063) (Tabelul 24).

Tabelul 23. Repartizarea manifestirilor fenotipice in lotul de cercetare

o . Sublot 1 Sublot 2 Total
Manifestarile clinice
n=35 % n=61 % n=96 %
Dimensiunea si consistenta normala 19 54,3 32 52,5 51 531
testiculelor micsorate in volum 3 8,6 18 29,5 21 21,9
x2=12,1; gl=3; p=0,007 hipogonadism 13 371 8 131 21 219
lipsa unui /chist 3 49 3 3,1
testicul
Habitusul corporal normostenica 15 429 37 60,7 52 54,2
IMC 22,7 +2,7
$2=2,838; gl=2; p=0,242 hiperstenica 15 42,9 18 29,5 33 34,4
IMC 23,9 +4,9
astenica 5 14,3 6 9,8 11 11,5
IMC 20,3 +2,9
Ginecomastie lipsa 24 68,6 56 91,8 80 83,3
12=8,642; gl=1; p=0,003 prezenta 11 314 5 8,2 16 16,7
Canalul deferent se palpeaza 32 91,4 59 96,7 91 94,8
x2=1,26; gl=1; p=0,261 nu se palpeazi 3 8,6 2 3,3 5 52
Varicocel lipsa 33 94,3 54 88,5 87 90,6
x2=0,86; gl=1; p=0,35]  prezenta 2 5,7 7 115 9 9,4
Examenul clinic al fard modificari 24 68,6 42 68,9 66 68,8
prostatel prezintd modificari 11 314 19 311 30 31,3

%2=0,001; gl=1; p=0,977

Desi in sublotul 2 in 60,7% comparativ cu sublotul 1 de 42,9% predomina constitutia
normostenica, habitusul corporal nu difera statistic semnificativ intre subloturi (}2=2,838; gl=2;
p=0,242). Constitutia hiperstenica este mai frecventa in sublotul 1 de studiu 42,9% (n=15); in cazul
pacientilor cu mutatii in gena CFTR 66,7% (n=2), cu cariotip anormal 54,7% (n=12) si deletii in
regiunea AZF 10% (n=1). Prezenta congenitald bilateralda a canalului deferent se palpeaza la
majoritatea pacientilor din ambele subloturi de cercetare: Tn sublotul 1 de studiu la 91,4% (n=32)
pacienti si in sublotul 2 1a 96,7% (n=59) pacienti, ce nu cauzeaza diferenta statistic semnificativa
intre acestea (x2=1,262; gl=1; p=0,261). In schimb, dac analizim la pacientii cu patologii genetice
canalul defernt se palpeaza la toti pacientii cu cariotip anormal si deletii in regiunea AZF si nu se
palpeaza la toti pacientii cu mutatii in gena CFTR, (¥2=35,0; gl=2; p=0,000). Din numarul total

dintre participantii fiecarui sublot de studiu, examenul clinic al prostatei nu prezinta modificari: in
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sublotul 1 de studiu — 68,6% (n=24) cazuri si in sublotul 2 de studiu— 68,9% (n=42) cazuri, fara
atestarea unei diferente statistic semnificative intre subloturi (¥2=0,001; gl=1; p=0,977). In
schimb, la pacientii cu patologii genetice se atesta diferente statistice semnificative (¥2=6,59; gl=2;
p=0,037), cele mai multe modificari au fost semnalate la participantii cu cariotip anormal in 45,5%
(n=10) si 33,3% (n=1) la pacientii cu mutatii CFTR, la pacientii cu microdeletii Y nu s-au

diagnosticat (Tabelul 24).

Tabelul 24. Analiza manifestarilor fenotipice la pacientii cu patologii genetice

Mutatie Deletii Cariotip Total
Manifestari clinice CFTR AZF anormal
n=3 % n=10 % n=22 % n=35 %

Dimensiunea si normala 3 100 7 70,0 9 40,9 19 54,3
consistenta testiculelor micsorate in volum 1 10,0 2 9,1 3 8,6
$2=5,5; gl=4; p=0,239 hipogonadism 2 20,0 11 50,0 13 37,1
Habitusul corporal normostenica 1 33,3 6 60,0 8 364 15 429

IMC 22,2 £3,1
x2=7,15; gl=4; p=0,124  hiperstenica 2 66,7 1 10,0 12 555 15 429

IMC 23,1 £3,7

astenica IMC 20,9 3 30,0 2 9,1 5 143
Prezenta ginecomastiei  lipsa 3 100 9 90,0 12 545 24 68,6
22=5,5; gl=2; p=0,063 prezenta 1 100 10 455 11 314
Canalul deferent se palpeaza 10 100 22 100 32 914
72=35,0; gI=2; p=0,000  nu se palpeaza 3 100 3 86
Varicocel lipsa 3 100 10 100 20 90,9 33 94,3
¥2=1,25; gl=2; p=0,534 prezenta 2 9,1 2 5,7
Examenul clinic al fara modificari 2 66,7 10 100 12 545 24 68,6
prostatel prezintd modificari 1 333 10 455 11 314

x2=6,59; gl=2; p=0,037

Valorile markerilor endocrini (FSH, LH, prolactina si testosteron) ai fertilitatii au fost
determinate si analizate la pacientii cu azoospermie. In urma analizei rezultatelor valorilor
markerilor endocrini ale (n=96), pacienti cu azoospermie, cu valori normale (2-10 miU/ml) ale
FSH au fost identificati in 60,4% (n=58), marite (>10 mIU/ml) in 29,2% (n=28), micsorate (<2
miU/ml) Tn 10,4% (n=10). Valori normale ale hormonului LH (3-12 mIU/ml) au fost diagnosticate
in 60,4% (n=58), marite (>12 mlU/ml) in 27,1% (n=26), micsorate (<3 mIU/ml) in 12,5% (n=12).
Prolactina a fost analizata la (n=85) pacienti cu azoospermie, cu valorile prolactinei in limitele
normale (1,8-17 ng/ml) au fost identificati in 61,2% (n=52) si valori ridicate (>17 ng/ml) Tn 38,8%
(n=33), cu valori micsorate (<1,8 ng/ml) nu a fost identificat nici un pacient. Testosteronul a fost
evaluat la (n=87) pacienti cu azoospermie, valori normale ale hormonului testosteron (2-6,9 ng/ml)
au fost inregistrate in 83,9% (n=73), valori micsorate (<2 ng/ml) in 16,1% (n=14), valori ridicate

nu au fost diagnosticate la nici un pacient (Tabelul 25).
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Tabelul 25. Valorile marcherilor endocrini n lotul de cercetare

.. - Sublot 1 Sublot 2 Total
Marcherii endocrini
n=35 % n=61 % n =96 %
FSH Micsorat <2 4 11,4 6 9,8 10 10,4
(mIU/ml) Norma 2-10 19 543 39 639 58 60,4
42=0,89; Marit >10 12 34,3 16 26,2 28 29,2
gl=2; p=0,640 Total 35 100 61 100 96 100
LH Micsorat <3 6 17,1 6 9,8 12 12,5
(mIU/ml) Norma 3-12 20 57,1 38 62,3 58 60,4
2=1.65; Mirit >12 9 25,7 17 27,9 26 27,1
gl=2; p=0,436 Total 35 100 61 100 96 100
Prolactina Micsorat <1,8 0 0 0 0 0 0
(ng/ml) Norma 1,8-17 21 61,8 31 60,8 52 61,2
201 g1, Marit>17 13 38,2 20 39,2 33 38,8
p=0,928 Total 34 100 51 100 85 100
Testosteron ~ Micsorat <2 2 5,7 12 23,1 14 16,1
(ng/ml) Norma 2- 6,9 33 943 40 76,9 73 839
12=4,67; gl=1; Marit> 6,9 0 0 0 0 0 0
p=0,031 Total 35 100 52 100 87 100

Valoarea medie a nivelului hormonului FSH in sublotul 1 de studiu a constituit 9,9 +9,1
mlU/ml, (1T 95%: 6,8-13,0; mediana 7,3) cu valoarea minima de 1,1 mIU/ml si valoarea maxima
de 38,4 mlU/ml, iar in sublotul 2 nivelul valorii medii a fost 8,1 7,8 mIU/ml, (IT 95%: 6,1-10,0;
mediana 4,7) cu valoare minima de 0,9 mIU/ml si valoarea maxima de 40,7 mIU/ml, (F=1,16;
p=0,283).

Nivelul hormonului LH a inregistrat valoare medie de 10,1+8,1 miU/ml, (1T 95%: 7,3-12,8;
mediana 7,5) in sublotul 1 de studiu cu valoarea minima de 1,1 mIU/ml si valoarea maxima de
28,6 mlU/ml, iar Tn sublotul 2 de — 7,6+5,6 mIU/ml, (IT95%: 6,1-9,2; mediana 6) cu valoare
minima de 1,0 mIU/ml si valoarea maxima de 27,7 mlU/ml, (F=2,74; p=0,101) (Tabelul 26).

. . 30 Mediana generali: 6,4
50- Mediana generali: 5,2
E
E 407 S
=) E 20
g =)
S 307 o
- 1
> <
T e}
= 207 T 10—
L1 e I —
0- - -+ 0 T Jf_
a Sublot 1 Sublot 2 b Sublot 1 Sublot 2

Figura 18. Valorile medii si medianelor a: FSH, b: LH la pacientii din ambele loturi de cercetare
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Tabelul 26. Caracteristicele markerilor endocrini n loturile de cercetare

.. . Sublot 1 Sublot 2 Total
Markerii endocrini
n=35 n=61 n=96
FSH Media + DS 9,991 8,0 +7,8 8,7 +8,3
2.0-10,0miU/ml  1195% 6,8 — 13,0 6,0 — 10,0 7,0-10,4
Mediana 7,3 4,7 5,2
F=1,16; Percentila 25 — 75 2,5-15,1 3,0-10,5 3,0-116
p=0,283 Minim — Maxim 1,1-38,4 0,9-40,7 0,9 40,7
LH Media + DS 10,1 +8,1 7,6 £5,6 8,6 6,7
3,0—-12,0mlU/ml |7 95% 73-128 6,1-9,2 7,2 10,0
Mediana 7,5 6,0 6,4
F=2,74; Percentila 25 — 75 35 - 138 40 —-98 40 ~11.2
p=0101 Minim — Maxim 11 - 286 10 - 277 10 —286
Prolactina Media + DS 14,6 +6,3 195+12,4  17,5+10,6
1,8-17,0 ng/ml 1T 95% 12,4 - 16,8 16,0 — 23,0 15,3-19,8
Mediana 12,9 16,0 15,9
F=4,423; Percentila 25 — 75 11,0-19,5 11,4-205  11,3-19,7
p=0,038 Minim — Maxim 43-31,0 5,6 — 65,0 4,3 65,0
Testosteron Media £ DS 3,5+1,2 2,9+1,3 3,1+1,3
2,0-6,9ng/ml  1195% 3,1-40 25-3,.2 29-34
Mediana 3,2 3,0 3,0
F=6,386; Percentila 25 — 75 2746 20-35 2,4-37
p=0,013 Minim — Maxim 12-56 0,7-6,2 0,7-6,2
Testosteron liber Media + DS 11,7 £9,2 13,3+8,4 12,7 +8,6
IT 95% 5,1 18,3 8,9 17,8 9,2 16,1
b o Mediana 8.4 13,8 135
Percentila 25 — 75 2,8-185 7,0 - 16,4 41-175
Minim — Maxim 2,8-28,8 1,7-355 1,7-355

Nivelul prolactinei a avut Tn sublotul 1 de studiu valoarea medie de 14,6 +6,3 ng/ml, (IT
95%: 13,1-17,4; mediana 12,9) cu cel mai mic nivel de 4,3 ng/ml si cel mai mare de 31,0 ng/ml,
iar Tn sublotul 2 de referintd— 19,5 12,4 ng/ml, (1T 95%: 16,0-23,0; mediana 16,0) cu cel mai mic
nivel de 5,6 ng/ml si cel mai mare de 65,0 ng/ml. Diferenta dintre loturi este, statistic, semnificativa
(F=4,423; p=0,038).

De asemenea, se observa o diferenta, statistic, semnificativa intre loturi al valorilor medii
ale nivelului de testosteron (F=6,386; p=0,013). Astfel, Tn sublotul 1 de studiu valoarea medie a
nivelului de testosteron este egala cu 3,5+1,2 ng/ml, (Ii 95%: 3,1-3,9; mediana 3,2), osciland intre
1,2 ng/ml si 5,6 ng/ml, iar in sublotul 2 de studiu —2,9 +1,3 ng/ml; (1T 95%: 2,4-3,3), osciland intre
0,7 ng/ml si 6,2 ng/ml (Tabelul 26, Figura 19).
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Figura 19. Valorile medii si medianele a: Prolactina, b: Testosteron, la pacientii din ambele loturi de
cercetare

Valorile parametrilor markerilor endocrini in subloturile de cercetare prezintd diferente
semnificative pentru hormonul testosteron, prolactind, dar nu prezinta diferente semnificative
pentru FSH, LH si testosteronul liber. Pentru a evalua detaliat semnificatia clinica a valorilor
markerilor endocrini si pentru a evidentia schimbarile hormonale, s-au analizat valorile endocrine

in dependenta de situatia clinica si cauza genetica determinata in sublotul 1 cu variatii genetice.

Tabelul 27. Valorile marcherilor endocrini la pacientii azoospermici cu variatii genetice

Mutatie Deletii Cariotip
Marcherii endocrini CFTR AZF anormal Total
n=3 % n=10 % n=22 % n=35 %

FSH Micsorat <2 1 10,0 3 136 4 114
(mMIU/ml) Norma 2-10 3 100 8 80,0* 8 364 19 543
22=8,46; gl=4, Marit >10 1 10,0 11 50,0* 12 34,3
p=0,076 Total 3 100 10 100 22 100 35 100
LH (mIU/ml)  Micsorat <3 1 333 3 300 2 91 6 17,1

Norma 3-12 2 66,7 7 70,0 11 50,0 20 57,1
x2=8,1; gl=4; .
p=0,088 Marit >12 9 409 9 257

Total 3 100 10 100 22 100 35 100
Prolactina Micsorat <1,8 0 0 0 0 0 0 0 0
(ng/ml) Norma 1,8-17 1 333 9 90,0 11 524 21 61,8
2518 g2 Marit>17 2 66,7 1 10,0 10 47,6 13 38,2
p=0,075 Total 3 100 10 100 21 100 34 100

Testosteron Micsorat <2 1 10,0 1 4,5 2 57

(ng/ml) Norma 2- 6,9 3 100 9 9,0 21 955 33 943
42=0,57 gl=2;  Marit> 6.9 0 0 0 0 0 0 0 0
p=0749 Total 3 100 10 100 22 100 35 100
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In urma evaludrii pacientilor cu patologii genetice in dependenti de valorile FSH observam
ca cele mai multe cazuri cu FSH normal in 100% (n=3) sunt intalnite la pacientii cu mutatii in
gena CFTR si 80% (n=8) cu deletii in regiunea AZF, comparativ cu pacientii cu modificari in
cariotip 36,4% (n=8). Cu FSH marit cele mai multe cazuri 50,0% (n=11) s-au diagnosticat la
pacientii cu cariotip anormal, la pacientii cu AZF deletii 10,0% (n=1) si la cei cu mutatii CFTR nu
s-a diagnosticat (¥2=8,46; gl=4; p=0,076). Cele mai multe cazuri cu valorile in limitele normale
ale hormonului LH s-au diagnosticat la pacientii cu AZF deletii in 70,0% (n=7) si cu mutatii in
gena CFTR 1in 66,7% (n=2), la pacientii cu cariotip anormal in 50,0% (n=11). Cu valorile LH

madrite S-a depistat doar la pacientii cu variatii cromozomiale in 40,9% (n=9) (Tabelul 27).

Tabelul 28. Caracteristicele markerilor endocrini la pacientii azoospermici cu mutatii genice

Mutatie Deletii Cariotip

Markerii endocrini CFTR AZF anormal Total

n=3 n=10 n=22 n=35
FSH Media + DS 4,7 +4.6 6,4+35 12,2+105 9,991
2,0-10,0 miU/ml |7 95% 0-16,1 39-89 76-169 68-130
_ Mediana 2,0 6,3 10,0 7,3
FF;::Zéoﬂi Percentila25—-75 20-100 34-98 25-192 25-151
! Minim — Maxim 20-100 1,3-122 11-384 11-384
LH Media + DS 26+1,4 6232 12,8+89 10,181
3,0—12,0 miU/ml [T 95% 0-61 39-85 89-168 73-128
F=4,413; Mediana 3,0 7.1 10,8 7,5
p=0,020 Percentila25-75  1,1-38 29-81 53-215 35-138
Minim — Maxim 1,1-38 25-120 16-286 1,1-286
Prolactina Media + DS 20,7 +9,8 12,9 +4,8 14,6 £6,2 14,6 £6,3
1,8—-17,0 ng/ml 171 95% 0-451 95-164 117-174 12,4168
Mediana 19,7 12,5 17,0 12,9
F=1,857; Percentila25-75 11,5-310 12,0-131 11,0-195 11,0-195
p=0173 Minim — Maxim  115- 31,0 7,0-250 43-233 43-310
Testosteron Media £ DS 42+15 3,314 3,6+1,1 3,5+1,2
20-6,9ng/ml  1195% 05-79 23-43 3,1-4,0 3,1-4,0
Mediana 4.6 3,1 3,4 3,2
F=0,695; Percentila 25 — 75 26-55 25-41 29-41 @ 27-46
p = 0,506 Minim — Maxim 26-55 12-56 15-56  12-56
Testosteron liber Media £ DS 16,6 +11,3 9,6 £8,3 11,7 £9,2
_ IT 95% 0 44,6 1,9-172 51183
5;102;188 Mediana 14,3 8,4 8,4
Percentila25 - 75 6,6 —28,8 28 -185 2,8 —-185
Minim — Maxim 6,6 — 28,8 28 — 233 28 - 288
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Figura 20. Valorile medii si medianele pentru markerii endocrini la pacientii azoospermici cu
cariotip normal si variatii genice si cromozomiale

Dintre pacientii cu patologii genetice, cea mai mare medie 12,2 +10,5 miU/ml, (1T 95%:
7,6 — 16,9; mediana 10,0) a nivelului FSH a fost inregistrata la pacientii cu cariotip anormal,
urmata la pacientii cu deletii in regiunea AZF 6,4 £3,5 miU/ml, (IT 95%: 3,9 — 8,9; mediana 6,3)
si media 4,7 +4,6 miU/ml, (IT 95%: 0—16,1; mediana 2,0), cea mai joasa s-a inregistrat la pacientii
cu mutatii in gena CFTR. Pentru nivelul hormonului LH, la fel, media cea mai inalta 12,8 +8,9
mlU/ml, (1T 95%: 8,9 — 16,8; mediana 10,8) este inscrisa la pacientii cu cariotip anormal, urmati
de cei cu deletii AZF 6,2 3,2 mIU/ml, (I 95%: 3,9 — 8.5; mediana 7,1) si cu mutatii CFTR 2,6
+1,4 mlU/ml, (1T 95%: 0 — 6,1; mediana 3,0). Cea mai mare valoare a mediei totale a nivelului
prolactinei a fost la pacientii cu mutatii ale genei CFTR de 20,7 £9,8 ng/ml, (IT 95%: 0 — 45,1;
mediana 19,7), urmata de subiectii cu variatii cromozomiale de 14,6 £6,2 ng/ml, (IT 95%: 11,7 —
17,4; mediana 17,0) si cu microdeletii ale cromozomului Y de 12,9 +4,8 ng/ml, (IT 95%: 9,5 —
16,4; mediana 12,5). Pentru hormonul testosteron, la fel, media cea mai mare este inregistrata la
pacientii cu mutatii CFTR 4,2 +1,5 ng/ml, (Ii 95%: 0,5 — 7,9; mediana 4,6), la pacientii cu
modificari in cariotip fiind de 3,6 1,1 ng/ml, (IT 95%: 3,1 — 4,0; mediana 3,4) si cu deletii AZF
de 3,3 +1,4 ng/ml, (IT 95%: 2,3 — 4,3; mediana 3,1) (Tabelul 28, Figura 20).
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4.2. Variatii cromozomiale la barbatii cu azoospermie diagnosticati prin examenul
citogenetic

La toti barbatii din studiu (n=96) s-a analizat cariotipul prin examenul celulelor sangelui
periferic, utilizandu-se tehnica de bandare G a cromozomilor. Conform examenului citogenetic,
din numarul total de (n=96) barbati infertili cu azoospermie 75% (n=72), au prezentat cariotip
normal 46,XY si 25% (IT 95%: 24,1 — 25,9), (n=24) au prezentat variatii de numar sau structuri a
cromozomilor. Clasificarea anomaliilor cromozomiale si repartizarea acestora pe grupe de varsta
nu a determinat diferente statistice semnificative y2=11,7; gl=8; p=0,161. Pacientii cu anomalii
cromozomiale numerice au fost diagnosticati in 66,7% la varsta >40 ani si 57,9% (n=11) la varsta
de 30 -39 ani. Anomalii structurale s-au identificat in 100% (n=2) la varsta de 19 -29 ani, in 33,3%
(n=1) la varsta >40 ani si 21,1% (n=4) la 30 - 39 ani (Tabelul 29).

Tabelul 29. Frecventa variatiilor cromozomiale la birbatii cu azoospermie pe grupe de varsta

Varsta ani
Rezultate citogenetice 19 - 29 30 -39 >40 Total
n=22 % n=64 % n=10 % n=96 %
Sindromul Klinefelter/XXY 10 15,6 1 10,0 11 115
Sindromul Jacobs/XYY 1 1,6 1 1,04
45 X/46,XY 1 10,0 1 1,04
Translocatii robertsoniene 1 1,7 1 1,04
Translocatii reciproce 1 45 1 1,6 2 2,1
Inversii 1 45 1 1,6 2 2,1
46, XX+SRY 1 10,0 1 1,04
46,Xdel(Y)(ql1.21) 1 1,6 1 1,04
Polimorfisme crs. 3 47 3 3,13
Situs Fragil 1 1,6 1 1,04
46, XY 20 90,9 45 70,3 7 70,0 72 75,0
17%
75%
8%
Cariotip normal m Cariotip cu anomalii
Anomalii ale crs. sexuali Anomalii ale crs. autozomi

Figura 21. Ponderea anomaliilor cromozomiale la barbatii cu azoospermie (n=96)
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Este cunoscut faptul, ca anomaliile cromozomilor sexuali sunt cele mai frecvente cauze de
infertilitate asociate de cromozomi [50]. in cercetarea noastra, dintre numdrul total (n=96 ) de
pacienti cu azoospermie, prevalenta anomaliilor cromozomilor sexuali s-a identificat in 16,7%

(n=16) cazuri si 8,3% (n=8) cazuri au prezentat anomalii autozomale (Figura 21).

Tabelul 30. Clasificarea variatilor citogenetice la barbatii cu azoospermie corelate cu varsta

Rezultatele testelor varsta ani
citogenetice 19-29 30-39 >40 Total

n=22 % n=64 % n=10 % n=96 %

Cariotip cu anomalii 2 9,1 19 29,7 3 300 24 25,0

de numar 11 579 2 66,7 13 54,2

. de structura: 2 100 4 211 1 333 7 291

Clasificarea

anomaliilor -echilibrata 2 100 3 158 5 20,8

cromozomiale -neechilibrati 1 53 1 333 2 83

Polimorfism crs. 3 158 3 125

Situs Fragil 1 53 1 4,2

Gonozomale, inclusiv: 13 684 3 100 16 66,7

Tipul crs. SK/ XXY 10 76,9 1 333 11 68,7

implicat 47, XYY 1 77 1 42

46,XX +SRY 1 333 1 4,2

45,X/46,XY 1 333 1 4,2

46,Xdel(Y)(q11.21) 1 77 1 42

46,XYgh+ 1 77 1 42

Autozomale, inclusiv: 2 100 6 316 8 333

45,XY ,rob(13/14) 1 16,7 1 42

46,XY, 1 16,7 1 4,2
t(1;19)(23.29:912.4)

46,XY,15ps+ 1 16,7 1 4,2

46,XY,22sts 1 16,7 1 42

46,XY,der(5),1(9;5) 1 500 1 42

46,XY fra(17)(p12) 1 16,7 1 42

46,XY,inv(9)(p11q12) 1 50,0 1 42

46,XY,inv(9)(p13.21) 1 16,7 1 42

Anomaliile cromozomiale de numar s-au identificat in 54,2% (n=13) cazuri, urmate de
anomaliile cromozomiale de structura Tn 29,1% (n=7): dintre care; anomalii cromozomiale de
structura echilibrate in 20,8% (n=5) si neechilibrate in 8,3% (n=2), in 12,5% (n=3) au fost
identificate polimorfisme cromozomiale si in 8,3% (n=1) cariotip cu prezenta situsului fragil
(Tabelul 30).
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Tabelul 31. Caracteristica anomaliilor gonozomale Tn raport cu cele autozomale la pacientii cu

azoospermie

An. Crs.

An. crs.

Parametrii Total p
gonozomale autozomale
Nr. pacientilor n=16 n=8 n=24
zgigta 36,2 +4,9 32,0 +2,9 34848  p=0,037
355(32,5-39,0)  32,0(29,5-34,5) 34,5 (31,0-36,0)
z’rr‘]’l')“m 22407 24408 22407 p=0,447
2,2 (15-2,5) 2,4 (2,0-2,9) 2,2 (1,8-2,6)
FSH -
iU/ 15,4 +10,3 4,9 +4.8 11,9+101  p=0,012
15,5 (7,5-20,6) 2,9 (1,86,7) 9,2 (2,9-19,1)
LH _
iU/ 15,3 8,9 6,7 +4,0 12,4 48,6 p=0,018
13,0 (8,1-23,3) 5,8 (3,9-9,2) 9,9 (5,9-19,5)
Prolactina 12,9 46,5 15,9 +5,6 139462  p=0,294
(ng/ml)
11,3 (7,0-19,1) 18,0 (11,3-19,6) 11,8 (7,9-19,5)
Testosteron 3,4 +0,9 3,9+1,2 3,6 +1,0 p=0,281
(ng/ml)
3,4 (2,9-3,8) 3,7 (2,8-4,9) 3,4 (2,9-4,1)
E:rosmm” 7.146,8 15,9+10,5 9,6 48,3 p=0,231
(ng/ml) 2,8 (2,8-8,4) 15,9 (8,4-233) 8,4 (2:8-185)
Nota:  Media £DS
Mediana (11Q)

Varsta medie a pacientilor cu anomalii cromozomiale gonozomale (n=16) a fost de 36,2
14,9 ani, (1Q: 32,5 — 39,0; mediana: 35,5) si la pacientii cu anomalii cromozomiale autozomale
(n=8) de 32,0 +2,9 ani, (IQ: 29,5 — 34,5; mediana: 32,0), prezentand diferente statistice
semnificative intre grupuri (F=4,917; p=0,037).

Pentru volumul materialului seminal nu s-au constatat diferente statistice semnificative
(F=0,601; p=0,447), media la pacientii cu anomalii cromozomiale gonozomale fiind de 2,2 +0,7,
(1Q: 1,5 —2,5; mediana: 2.,2) si la cei cu autozomale de 2,4 £0,8, (IQ: 2,0 — 2,9; mediana: 2,4). In
schimb, pentru hormonul FSH se observa diferente statistice semnificative (F=7,406; p=0,012)
intre grupele descrise. Media FSH fiind de 15,4 £10,3, (1Q: 7,5 — 20,6; mediana: 15,5) la subiectii
ce au prezentat anomalii cromozomilor sexuali si de 4,9 +4,8, (IQ: 1,8 — 6,7; mediana: 2,9) la
anomaliile autozomale. La fel, pentru hormonul LH se constatd diferente statistice (F=6,576;
p=0,018), la pacientii cu anomalii cromozomiale gonozomale cu media de 15,3 £8,9, (IQ: 8,1 —
23,3; mediana: 13,0) si autozomale de 6,7 £4,0, (IQ: 3,9 — 9,2; mediana: 5,8). Media pentru

hormonul prolactina la subiectii cu anomalii gonozomale este de 12,9 +6,5, (1Q: 7,0 — 19,1;
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mediana: 11,3) si la cei cu autozomale de 15,9 £5,6, (IQ: 11,3 — 19,6; mediana: 18,0), (F=1,158;
p=0,294). Testosteronul s-a inregistrat cu media de 3,4 0,9, (1Q: 2,9 — 3,8; mediana: 3,4) la
subiectii cu anomalii cromozomiale gonozomale si media de 3,9 £1,2, (IQ: 2,8 — 4,9; mediana:
3,7) autozomale, fara diferente semnificative intre aceste categorii (F=1,224; p=0,281) (Tabelul
31, Figura 22).
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Figura 22. Analiza box plot a caracteristicilor paraclinice la pacientii azoospermci cu anomalii
cromozomiale gonozomale si autozomale a: volum; b: FSH; c: LH; d: Prolactina; e: Testosteron; f:
Testosteron liber

89



Tabelul 32. Repartizarea anomaliilor cromozomiale gonozomale Tn raport cu valorile FSH

- FSH (mIU/ml)

Anomalii gonozomale  pficoorat <2 Norma2-10  Marit>10 Total
n=10 % n=58 % n=28 % n=96 %

Total 1 100 5 86 10 357 16 16,7
SK 47,XXY 1 17 9 321 10 104
SK 46,XY/47,XXY 1 36 1 10
47 XYY 1 17 1 10
46,XX +SRY 1 1,7 1 1,0
45,X/46,XY 1 10,0 1 1,0
46,Xdel(Y)(q11.21) 1 17 1 10
46,XYgh+ 1 17 110

4.2.1. Sindromul Klinefelter (SK) 47,XXY

Din lotul total (n=96) al barbatilor azoospermici investigati citogenetic, 11 au prezentat
disomia X, ce reprezintd 11,5% (Tabelul 30). Rezultatele cercetarii sunt comparabile cu datele
bibliografice care raporteaza aceeasi frecventa Tnaltd a Sindromului Klinefelter printre barbatii
azoospermici de 10-15%.

Varsta medie a pacientilor cu SK a fost de 35,5 +4,9 ani (1T 95%: 32,3— 38,8; mediana:
35,0) cu valoarea minima 30 ani si maxima 47 ani. Media infertilitatii acestora a fost de 6,3 +3,1
ani (IT 95%: 4,2— 8,3; mediana: 6,0) cu valoarea minima 3 ani si maxima 14 ani (Tabelul 33).

Fenotipul pacientilor cu SK este extrem de heterogen, fiind influentat de tipul cariotipului,
cat si de varsta pacientului. In perioada copilariei, SK frecvent riméane nediagnosticat din cauza
tabloului clinic nesugestiv. In cercetarea actuala, boli in copilirie au prezentat in 63,6% (n=7),
dintre care criptorhidie, orhita virald si oreion, cu toate acestea, nu a fost diagnosticat nici un
pacient in aceasta perioada (Tabelul 33). Manifestarile clinice se contureaza in perioada adulta
cand apare ginecomastia, hipogonadismul si, respectiv, infertilitatea. Toti pacientii, in cercetarea
actuala au fost diagnosticati in perioada adulta datorita infertilitatii [118, 119].

Hipogonadism e ns
Ginecomastie o0
Hiperstenic 27

Boli in copilarie  es6

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 23. Prevalenta manifestarilor clinice la pacientii cu Sindromul Klinefelter
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Tabelul 33. Caracteristicile clinice si paraclinice la pacientii cu Sindromul Klinefelter

Nr. pacient 64 1 25 38 15 19 56 84 26 31 41

Varsta (ani) 30 31 31 33 34 35 36 36 39 39 47 35,649
Infertilitate (ani) 3 6 7 3 5 7 8 7 4 5 14 6,3+£3,1
Studii superioare \ \ 18,2%
47, XXY V V V V J J J J v v 90,9%
46,XY/47 XXY J 9,1%
Boli copilirie N \ \ \ \ \ 63,6%
Interventii

chirurgicale \ \ \ \ 36,4%
Infectii \ \ 18,2%
Istoric genetic \ \ \ 27,3%
Hipogonadism \ \ \ \ \ \ \ \ \ 81,8%
Testicule T volum \ \ 18,2%
Hiperstenic \ \ \ \ \ \ \ \ 72,7%
Ginecomastie \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ 90,9%
Varicocel \ \ 18,2%
Modificari

prostata v v v v v v 54,5%
Abstinenta (zile) 3 5 4 5 5 7 6 3 5 3 4 4,6+1,3
Volum (ml) 20 26 25 22 27 15 15 30 22 11 15 2,1+0,6
Timp de lichefiere 25 30 35 40 40 40 40 25 45 40 50 37,379
pH 68 73 71 717 172 82 15 67 71 78 70 7,3x0,5
Leucocite o0 01 00 06 16 00 01 01 18 11 15 0,6+0,7
Spermatozoizi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
FSH 190 112 199 213 82 216 324 384 139 192 17,0 20,248,7
(mIU/ml) 1 1 1 1 o 1 1 1 1 1 1

LH 219 110 175 286 93 246 26,7 283 105 215 150 19,573
(mIU/ml) 7 o 1 1 o 1 1 1 o 1 1

Prolactina 79 118 43 228 70 53 191 11,3 233 17,0 13,0¢7,1
(ng/ml) o e o 1 o o 1 1 o

Testosteron 32 55 31 38 29 47 35 24 29 37 15 3,411
(ng/ml) D e T e T = T S S e = TR I

Testosteron liber 2,8 8,4 2,8 2,8 18,5 7,1+6,8

In perioada de pubertate, se intalneste frecvent ginecomastia, o slabia dezvoltare a
caracterelor sexuale secundare, testiculele raman a fi mici, de consistenta durd, nedezvoltate si nu
ajung niciodatd dimensiunile normale, tendinta la cresterea excesiva in inaltime, retard cognitiv-
verbal [60]. In cercetarea actuald, ginecomastia este prezenti in 90,9% (n=10), hipogonadismul in
81,8% (n=9), constitutia hiperstenica in 72,7% (n=8) (Tabelul 33, Figura 23).
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Conform rezultatelor citogenetice, cea mai frecventd variantd cromozomiala diagnosticata
la cei 11 pacienti infertili cu SK a fost forma omogena a trisomiei 47,XXY (10 cazuri — 90,9%),
urmata de forma mozaica aceleasi forme clasice 47,XXY/46,XY (1 caz —9,1%) (Figura 24, Figura

25).
9.1%

47, XXY
46,XY/47,XXY

90.9%

Figura 24. Structura variantelor citogenetice diagnosticate la pacientii cu Sindromul Klinefelter
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Figura 25. Cariotip 46,XY/47,XXY la pacientul nr. 25, varsta 31 ani
Tehnica de bandare cromozomiala: GTG; Metafaze numarate: 15; Metafaze cariotipate: 5;
Nivel de rezolutie al benzilor: 575-675; Rezultat (Conform ISCN 2016) 46,XY/47,XXY
A fost identificat un cariotip anormal, avand 2 linii celulare distincte (mozaicism cromozomial):
- o linie celulara cu 46 de cromozomi (46,XY), in 3 celule analizate (20%)
- o linie celulara un cariotip masculin anormal cu 47 de cromozomi, avand un cromozom X
suplimentar in perechea de cromozomi sexuali (47,XXY), in 12 celule analizate (80%) (Figura
25).
Variantele citogenetice clasice unde a fost identificat cariotipul- 47,XXY, prezentand
cromozomul X suplimentar Tn perechea de cromozomi sexuali, Tn toate celulele analizate, la cei

10 pacienti sunt prezentate in urmatoarele figuri (Figura 26, Figura 27).
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Figura 26. Varianta citogenetica forma clasica a Sindromului Klinfelter, 47,XXY: a, b, ¢, d, e, f

Tehnica de bandare cromozomiala GTG; Metafaze numarate: 15; Metafaze cariotipate: 5 —a, b, c,
d, e, f; Nivel de rezolutie al benzilor: a, b, d, e — 550: c— 575: f — 660; Rezultat (Conform ISCN
2016): 47, XXY
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Figura 27. Varianta citogenetica forma clasicd a Sindromului Klinfelter, 47,XXY: a, b, c, d
Tehnica de bandare cromozomiala GTG; Metafaze numarate: 15; Metafaze cariotipate: 5 —a, b, c,
d; Nivel de rezolutie al benzilor: a, b, ¢ — 550: d— 575; Rezultat (Conform ISCN 2016): 47,XXY

Variantele citogenetice diagnosticate in cercetarea actuala vin in confirmarea datelor din
literaturd, care relateaza aceeasi incidenta inaltd de 80-90% pentru forma clasica 47,XXY a SK si
n, aproximativ, 20% se descriu formele mozaice. Ancuploidia 47,XXY este cea mai frecventa
anomalie cromozomiald, avand o incidenta care variaza de la 1/500 pana la 1/1.000. Restul
variantelor citogenetice ce includ polisomiile X se intalnesc rar: 48 XXXY (1/50.000);
49, XXXXY (1/85.000) [55, 56].

Diagnosticarea variantei citogenetice in SK prezinta o mare semnificatie clinica, deoarece
severitatea tabloului clinic este direct proportionald cu numarul de cromozomi X supranumerari.

Fenotipul depinde de severitatea expresiei dezechilibrului genetic ale genelor, ce scapa inactivarea,

.....

.....

fenotipul va fi mai sever. Fenotipul pacientilor cu SK se agraveaza progresiv cu severitatea
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polisomiei (de exemplu, 49,XXXXY). Tulburarile de limbaj si vorbire devin mai severe odata cu
cresterea numarului de cromozomi X , contribuind la scaderea coeficientului de inteligenta (1Q)
cu 15-16 puncte pentru fiecare cromozom X suplimentar [56, 60, 61, 120]

La pacientii cu SK au fost evaluati indicii biochimici asociati si comparati cu valorile
prezentate de pacientii azooospermici cu cariotip normal. Nivelurilor serice crescute ale
hormonilor FSH si LH sunt caracteristice, Tn special, SK. Valoarea medie a nivelului hormonului
FSH pentru pacientii cu SK fiind de 20,2 +8,7 mIU/ml, (Ii 95%: 14,3-26,1; mediana 19,2) cu
valoarea minima de 8,2 mIU/ml si valoarea maxima de 38,4 mIU/ml, mult mai mare comparativ
cu pacientii cu cariotip normal de 7,7+7,3 mIU/ml, (Ii 95%: 5,9-9,4; mediana 4,7) cu valoarea
minima de 0,9 mIU/ml si valoarea maxima de 40,7 mIU/ml (F= 26,499; p=0,000).

Tabelul 34. Caracteristica comparativa a valorilor markerilor endocrini ale pacientilor cu
Sindromul Klinefelter si cu cariotip 46,XY

Percentila  Minim -

Nr.abs Media IT95% Mediana 25 - 75 Maxi
axXim

FSH SK 11 202+87 143-261 192 19-216 8,2 - 384
(miU/ml) 46 xY 72 77+73 5,9-9,4 47 29-10,0 0,9 - 40,7
E_:OZ&‘(‘)% Total 83 93486  7,4-11,2 58 34-139  0,9-40,7
LH SK 11 195+73 14,6-244 215 11,0-26,7 9,3- 28,6
(miU/ml) 46 xY 65  7,2453 59-85 54  3,8-90 1,0-27,7
F'J:—:o4c?6%97 Total 76 90+71  73-106 67 40-120  10-286
Prolactina __ SK 10 130%71  7,9-181 115 7,0-191 43-233
(ng/mi) 46,XY 62 18,9+116 159-21,8 159 12,0-19,8 5,6 - 65,0
5:02’1‘;9 Total 72 181+112 154-20,7 157 114-197  43-650
Testosteron  SK 11 34+11 27-41 32  29-38 15-55
(ng/ml) 46,XY 63  3,0+13 2,7-33 3,0 2,0-3,6 0,7-6,2
F=0909 1oy 74 30+13  27-33 30 21-37 0,7-62
p=0,344

Testosteron  SK 5 7168 14-156 28  28-84 2.8-185
::'Eerz sag  46XY 19 138486  97-180 140  6,6-17,5 1,7-355
o=0119  Total 24 124486  88-16,0 135 39-164  17-355

Media totala a nivelului hormonului LH la pacientii cu SK a inregistrat valoarea de 19,5
+7,3 miU/ml, (1T 95%: 14,6-24,4; mediana 21,5) cu valoarea minima de 9,3 mIU/ml si valoarea
maxima de 28,6 mIU/ml, la fel, mult mai mare comparativ cu pacientii cu cariotip normal 7,2 +5,3
mlU/ml, (1T 95%: 5,9-8,5; mediana 5,0) cu valoare minima de 1,0 mIU/ml si valoarea maximai de
27,7 mliU/ml (F= 45,297; p=0,000). VValoarea medie a nivelului de testosteron la pacientii SK este
egali cu 3,4 1,1 ng/ml, (IT 95%: 2,7-4,1; mediana 3,2), osciland intre 2,9 ng/ml si 3,8 ng/ml, iar
la pacientii 46,XY— 3,0 1,3 ng/ml; (1T 95%: 2,7-3,3; mediana 3,0), osciland intre 2,0 ng/ml si 3,6

ng/ml. Se observa, ca media pentru testosteronul liber la pacientii SK este mai joasa comparativ
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CU pacientii ce prezintd cariotip normal. Media testosteron liber la pacientii SK fiind de 7,1 +6,8
ng/ml, (IT95%: 1,4-15,6; mediana 2,8), iar la 46,XY— 13,8 +8,6 ng/ml; (1T 95%: 9,7-18,0; mediana
14,0) (Tabelul 34, Figura 28).

FSH 2,0-10,0 mIU/ml

Testosteron 2,0-6,9 ng/ml
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Figura 28. Valorile medii si medianele pentru FSH, LH, testosteron la pacientii cu SK si 46,XY

Nivelul mediei prolactinei nu a diferentiat semnificativ (F=0,909; p=0,344) la pacientii cu

SK, fiind de 13,0 £7,1 ng/ml, (IT 95%:7,9-18,1; mediana 11,5) cu cel mai mic nivel de 4,3 ng/ml

si cel mai mare de 23,3 ng/ml, in raport cu pacientii cu cariotip normal — 18,9 +11,6 ng/ml, (IT

95%: 15,9-21,8; mediana 15,9) cu cel mai mic nivel de 5,6 ng/ml si cel mai mare de 65,0 ng/ml
(Tabelul 34, Figura 29).
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<

Mediana generala: 15,7

Figura 29. Valorile medii si medianele pentru prolactina la pacientii cu SK si 46,XY
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Aproximativ, 90% dintre adultii cu SK sufera de hipogonadism hipergonadotrop cu
niveluri de testosteron scazute pana la limita normald, cresterea hormonului FSH si LH, acest
fenomen se observa si in studiul actual. Conform studiilor, diagnosticarea markerilor endocrini la
acesti pacienti este importantd pentru evaluarea sanselor referitor la recuperarea spermei
testiculare. in literaturd, existd rezultate contradictorii, care aratd asocierea dintre nivelurile de
hormoni serici si rezultatul recuperarii spermei testiculare la pacientii cu Klinefelter. Unele studii
sustin ca nivelurile ridicate ale testosteronului si nivelurile scazute ale FSH si LH sunt factori
predictivi de succes pentru recuperarea spermatozoizilor prin tehnica microTESE, n timp ce
nivelurile de testosteron scazute si valori ridicate ale FSH si LH sunt asociate cu rezultate mai
proaste pentru recuperarea spermatozoizilor [121].

Barbatii cu SK prezintd hialinizare progresiva si fibroza tubiilor seminiferi odata cu
inaintarea in varsta. Astfel, a fost a sugerat ca, cu cét este mai tinara varsta la care se efectucaza
recuperarea spermei, cu atat sunt mai mari sansele de a gisi spermatozoizi. Tn timp ce unele studii
nu au reusit sa arate un efect al varstei asupra ratelor de recuperare a spermatozoizilor la pacientii
cu SK, alte studii afirma ca varsta reprezinta principalul factor semnificativ, care prezice succesul
recuperarii spermatozoizilor la pacientii cu SK [69, 72, 73]. In plus, exist o reducere semnificativa
n ratele de succes ale recuperarii spermatozoizilor in SK peste varsta de 35 de ani [121]. Cu regret,
in studiul actual pacientii cu SK au fost diagnosticati la varsta tardiva cu media de 35,6+4,9 ani.
Cu toate ca 5 pacienti au fost diagnosticati la varsta de pana la 34 ani, dar recuperarea spermei
testiculare a fost recomandata la 3 pacienti, care prezentau valori ale markerilor endocrini FSH si
LH mai mici si inclusiv la pacientul cu forma mosaicd 46,XY/47,XXY. Recuperarea
spermatozoizilor la acesti pacienti nu a fost posibild, deoarece in laboratorul in care s-a realizat
cercetarea posibilitatea de recuperare a spermatozoizilor a fost tehnica TESE, dar la pacientii cu
SK ,conform surselor de specialitate, se recomanda tehnica microTESE [122].

Din anamneza 2 pacienti au fost suspectati cu SK de la varsta de 18 si 19 ani respectiv, cu
regret, acesti pacienti, desi au fost suspecti cu acest sindrom de la o varstd mai tanara, nici unul nu
a fost indreptat la consultul medico-genetic pentru confirmarea diagnosticului. Aceste situatii
descriu unele lacune ale sistemului medical, care impiedica diagnosticarea timpurie si initierea
unor masuri de ameliorare ale imbunatatirii calitatii vietii si, inclusiv, prevenirea infertilitatii. Este
important de consiliat familiile care au baieti tineri cu SK si prezinta spermatozoizii in ejaculat, ar
trebui, cu siguranta, sfatuiti sa crioconserveze probele de sperma pentru utilizarea ulterioara a lor
in tehnica ICSI [70].
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4.2.2. Sindromul Yacobs 47, XYY

Din lotul total (n=96) al barbatilor azoospermici investigati citogenetic un caz a fost
diagnosticat cu disomia Y cu o frecventa de 1,04% (Tabelul 30). Conform examenului citogenetic,
prezenta cromozomului Y suplimentar s-a identificat in toate celulele analizate, cu formula
cariotipului 47,XYY (Figura 30). Sindromul 47, XYY este relativ frecvent, observat la 1 din 1000
de nou nascuti de sex masculin, fiind a doua cea mai frecventa anomalie a cromozomilor sexuali
dupa sindromul Klinefelter.

Cu toate acestea, pana la 85% dintre barbatii XYY nu sunt diagnosticati. Diagnosticul
acestor pacienti este, de obiceli, tardiv, varsta medie de depistare a maladiei fiind 17,1 ani, conform
unui studiu danez de cohorta. Aceasta se datoreaza fenotipului aparent normal in majoritatea
cazurilor [123, 124]. Fenomenul indicat a fost observat si in cazul investigat de noi. Barbatul de
35 ani nu a prezentat semne clinice sugestive pentru a suspecta 0 anomalie cromozomiald, motivul
examindrii citogenetice fiind infertilitatea cauzata de azoospermie.

Tn general, fenotipul este masculin, cu hipogonadism, criptorhidie, staturd inalti, acnee
severd, prezenta dismorfismelor faciale. Pacientii au probleme de comportament, prezinta
dificultati de invatare si retard verbal. Caracterele impulsive si agresivitatea, de asemenea, pot
caracteriza acest sindrom. Studii recente au aratat ca acest cariotip s-ar intalni si la pacientii cu
unele forme de psihopatii. Unele studii descriu prezenta clinodactiliei si hipertelorismului, de
asemenea, pot fi prezente autismul, tremurul si epilepsia [124, 125]

Pacientul descris de noi prezinta, la fel ca si la majoritatea pacientilor, statura inalta ce se
poate datora expresiei a trei copii ale genei SHOX, care este situatd pe bratele distale in regiunea
pseudoautosomala ale cromozomilor-Xp si Yp [86].

Conform datelor bibliografice, majoritatea celor cu cariotipul 47,XYY prezinta
spermatogeneza normald, in timp ce, minoritatea pot avea diferite grade de afectare a
spermatogenezei de la normala pana la azoospermie [86, 125]. In cazul nostru, pacientul a
prezentat azoospermie, aceasta, se poate explica prin modul anormal de Tmperechere cauzat de
prezenta cromozomului Y suplimentar in timpul spermatogenezei. Biopsia testiculara efectuata la
barbatii cu azoospermie a demonstrat prezenta SCO sau degenerarea celulelor germinale. Nivelul
FSH este, de obicei, ridicat la acesti pacienti ca raspuns la o spermatogeneza inadecvata, pe cand
nivelul testosteronului este in limitele normei sau putin crescut. La pacientul dat nivelul FSH si
testosteronului fiind in limitele normale. Studiile care au comparat spermograma barbatilor fertili
st infertili cu sindromul XYY au demonstrat cd majoritatea spermatozoizilor acestor barbati au un
cariotip normal [124]. Chiar si daca este prezenta anomalia cromozomiala, multi barbati cu cariotip
47, XYY raman fertili. Aceasta se explica, prin faptul ca cromozomul Y, suplimentar, se pierde

inainte de meioza, astfel, conservand fertilitatea la acesti pacienti. in acest fel, are loc producerea
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in mare parte a spermatozoizilor cu cariotip normal [86, 125]. Conform cercetarilor, desi
cromozomul Y suplimentar este eliminat in primele etape ale spermatogenezei, celulele germinale
XYY pot completa meioza si pot produce atat spermatozoizi normali, cat si aneuploizi, cu risc
crescut atat pentru anomalii ale cromozomilor sexuali, cat si autosomali. Prin urmare, la acesti
pacienti ar putea fi argumentatd necesitatea diagnosticului genetic preimplantator (PGD) Tnainte

de tratamentul pentru reproducerea asistata [86].
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Figura 30. Cariotip 47,XYY al pacientului cu varsta de 35 ani
Tehnica de bandare cromozomiala: GTG; Metafaze numarate: 25; Metafaze cariotipate: 5;
Nivel de rezolutie al benzilor: 575-675;

4.2.3. Sindromul de la Chapelle cu inversie de sex, barbat 46,XX

La un barbat azoospermic din numarul total (n=96) a fost identificat cariotipul 46,XX
(1,04%) (Tabelul 30). Frecventa barbatilor 46,XX in populatia generala fiind foarte rara (1 din
20.000), se identifica in cazul barbatilor azoospermici in 0,9% si normozoospermici de la 1-3%
[76]. Caracteristicile clinice si paraclinice ale acestui pacient sunt relatate in cazul ce urmeaza.

Prezentare de caz: Tulburarea testiculara de dezvoltare sexuald (DSD) 46.XX.

Subiectul si caracteristicile fenotipice: Raportam cazul unui pacient cu varsta de 40 ani,
indreptat pentru consultatie genetica din motive de infertilitate Tn cuplu cu o istorie de 9 ani.
Conform anamnezei: pacientul a prezentat in copilarie criptoorhidie, neaga infectii cu transmitere
sexuald in antecedent si traumatisme in regiunea testiculelor. In urma evaluarii pacientului,
fenotipul si identitatea psihologica fiind de sex masculin, cu o Tnaltime de 166,5 cm si greutate de
72,3 kg. Examenul urologic a descris organele urogenitale, caracteristice sexului masculin,

testiculele coborate Tn scrot, dimensiunile fiind reduse.
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Evaluari paraclinice: a efectuat prima spermograma cu azoospemie confirmata, urmata de
a doua spermograma similara cu precedenta. Parametrii spermogramei au prezentat volumul - 2,4
ml; pH - 7,7; leucocite - 1 mIn/ml; timp de lichefiere 30 min. Markerii endocrini ai pacientului
fiind Tn limitele normale, hormonul foliculostimulant (FSH) de 9,8 mlU/ml (interval norma de
2,0-10,0 mlU/ml), hormonul luteinizant (LH) de 7,7 mlU/ml (interval norma este de 2,0-12,0
mlU/ml), prolactina de 7,0 (1,8-17,0 ng/ml) concentratia de testosteron in ser de 4,1 ng/ml
(interval norma 2,0-6,9 ng/ml). Ecografia organelor scrotului a relatat pentru testiculul drept:
dimensiunea de 42,05 x 24,1 x 17,38 mm; volum 9,19 cm3; contur regulat; structura discret
neomogena cu focare mici reflectogene, fara con de umbra; parenchimul vascularizat in forma de
flux diminuat; epididimul omogen; spatiul vaginal cu lichid liber in cantitatea normala. Pentru
testiculul stdng: dimensiunea de 29,83 x 10,43 x 18,35 mm; volum 3,00 cm3; contur regulat;
structura; parenchimul vascularizat in forma de flux diminuat; epididimul omogen; spatiul vaginal
cu lichid liber in cantitatea normala. Plexul venos scrotal nedilatat cu concluzia de hipotrofia
testiculard bilateral. Examenul citogenetic: pacientul cu fenotip masculin a prezentat un cariotip
(46,XX) cu 46 de cromozomi, avand 2 cromozomi X in perechea de cromozomi sexuali, in toate
celulele analizate, caracteristic feminin (Figura 31), fard dovezi de mozaicism, anomalii
cromozomiale structurale sau numerice. Numarul de metafaze analizate au fost 33, dintre care 10
cariotipate, nivelul de rezolutie al benzilor fiind 575 — 700. S-a practicat suplimentar testul FISH
(Fluorescence in situ hybridization) cu sonde pentru cromozomul X (DXZ1, Xp11.1-q11.1)si Y
(SRY, Ypl1.32 si DYZ1,Yql2), care a evidentiat doud semnale pentru cromozomul X si un
semnal pentru cromozomul Y (SRY, Ypl11.32). Analiza moleculara a markerelor specifici a
cromozomului Y- SY 81, SY 84, sDBY1 si sY620 din regiunea AZFa; SY 127, SY 134, sY117
s1 sY 143 din regiunea AZFb; SY 254 51 SY 255, sY 153 51 sY 158 din regiunea AZFc, a evidentiat
absenta lor in ADN-ul pacientului si prezenta ZFX si SRY. Aceste rezultate confirma faptul ca
pacientul este un barbat de sex masculin XX, cu prezenta genei SRY alti markeri specifici
cromozomului Y (Figura 32).

Tn urma evaluarii citogenetice, cariotip 46,XX, testului FISH ce a prezentat doua semnale
pentru cromozomul X si un semnal pentru cromozomul Y (SRY, Yp11.32),cét si molecular genetic
ce deduce prezenta genei SRY, s-a stabilit diagnosticul: tulburarea testiculara de dezvoltare

sexuala (DSD), inversia de sex, barbat XX sau sindromul de la Chapelle.
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Diagnosticul clinic stabilit a fost Sindromul de la Chapelle, care este un sindrom de
inversare a sexului caracterizat printr-un cariotip feminin in discordanta cu un fenotip masculin.
Mai frecvent, acest sindrom in literatura de specialitate, se descrie sub forma de cazuri sporadice,
desi au fost raportate si cazuri familiale [126]. In baza istoricului familial al pacientului descris, la
fel, a fost considerat sporadic. Mecanismul de producere a bolii Tn majoritatea cazurilor 80% este
cauzat printr-un crosing-over inegal intre cromozomii X si Y in timpul recombinarii materialului
genetic din profazal a meiozei, avand ca rezultat translocarea genei SRY de pe cromozomul Y pe
cromozomul X sau pe cromozomii autozomali [127]. Datorita acestui fapt se intilnesc doua
categorii, SRY pozitivi in 80% din pacienti si restul 20% 1n SRY negativi [76]. Cazul prezentat,
la fel, se referd la categoria SRY pozitivi, fiind depistata prezenta genei SRY prin examenul
molecular genetic multiplex PCR.

Datorita fenotipului, relativ, normal si a organelor de sexualizare, diagnosticarea timpurie
a acestui sindrom este dificila. Majoritatea pacientilor fiind diagnosticati dupa pubertate cand sunt
evidente hipogonadismul, azoospermia si incapacitatea de a concepe copii. Cazul descris a fost
diagnosticat la varsta tardiva de 40 de ani datorita aceleasi cauze mentionate anterior azoospermie
si infertilitate. Azoospermia se datoreaza lipsei genelor din regiunea AZF a cromozomului Y-
Y(q11.23 [76].

In timpul consilierii genetice, in ceea ce priveste posibilitatea de a concepe un copil, s-a
recomandat posibilitatea de a Infia s-au utiliza sperma de la donator. in cazul pacientilor cu DSD
testiculara, nu se recomanda extragerea spermei testiculare, spermatogeneza reziduala nu poate fi
prezenta in testicule. Evaluarea histologicd a tesutului testicular al barbatilor XX denota prezenta

Sindromului celulelor Sertoli si hiperplazia celulelor Leydig. In tratamentul pacientilor 46,XX cu
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insuficienta testiculara, trebuie avuta in vedere abordarea multidisciplinara, suportul psihologic
este o parte importanti a abordarii holistice [76]. Tn concluzie, anomaliile cromozomiale precum
DSD testicular SRY -pozitiv 46,XX pot fi diagnosticate in clinicile de reproducere asistatd in

timpul examinarii citogenetice si molecular genetice pentru a elucida cauza infertilitatii.

4.2.4. Disgenezia gonadica mixta la barbat 45,X/46,XY

La un pacient cu azoospermie a fost identificat mozaicul 45,X/46,XY (Tabelul 30) ce se
intélneste rar cu o frecventa de 1/15.000 nou-nascuti. Semnificatia mozaicului 45,X/46,XY in
sursele bibliografice este controversata si prezintd o mare provocare clinica, deoarece prezinta
manifestari clinice de severitate variabila de la probleme de fertilitate, organe genitale ambigue
pana la barbati fenotipic normali [14]. Caracteristicele fenotipice ale pacientului cu 45,X/46,XY
sunt prezentate in urmatorul caz.

Prezentare de caz: Disgenezia gonadica mixtd: 45,X/46,XY.

Subiectul si caracteristicile fenotipice: A fost evaluat in cadrul consultului medico-
genetic un barbat de 46 de ani, casatorit, cu o istorie de 11 ani de infertilitate. Fenotipul si
identitatea psihologica a pacientului de sex masculin, cu o staturd de 157 cm si greutate de 72 kg.
Evaluarea urologica a atestat organe urogenitale caracteristice sexului masculin, testicule prezente
in scrot cu dimensiuni reduse semnificativ, adenom de prostata. Rezultatele parametrilor
materialului seminal au prezentat urmatoarele: abstinentd (zile) - 3; volum (ml) - 2,1; timp de
lichefiere (min) — 45; leucocite (mIn/ml) — 1,0; pH — 7,5, spermatozoizi - 0. La evaluarea
markerelor endocrini, s-au atestat urmatoarele rezultate: FSH de 1,5 mlU/ml (interval de referinta
2,0-10,0 mlU/ml); LH 1,6 mlU/ml (interval de referintd 3,0-12,0 mlU/ml); concentratia de
testosteron in ser de 3,7 ng/ml (interval de referintd 2,5-10,0 ng/ml). Examenul citogenetic:
tehnica Giemsa- GTG, nivelul de rezolutie al benzilor fiind 550; au fost analizate 30 metafaze,
dintre care 10 metafaze - cariotipate. A fost identificat un cariotip cu 2 linii celulare distincte
(mozaicism cromozomial): o linie celulara cu 45 de cromozomi, avand un singur cromozom X n
perechea de cromozomi sexuali (monosomie X - 45,X), n 3 celule analizate (20%): o linie celulara
masculin aparent normala cu 46 de cromozomi (46,XY), in 12 celule analizate (80%). Rezultatul
citogenetic conform nomenclaturii International System for Human Cytogenetic Nomenclature din
anul 2016- 45,X/46,XY (Figura 33). Examenul molecular-genetic multiplex PCR al markerilor
comozomului Y: a relatat prezenta markerilor specifici pentru cromozomul Y pentru genele ce
controleaza spermatogeneza din locusul azoospermia factor (AZF): SY 81, SY 84, DBY1, sY620
pentru AZFa; SY 127, SY 134, sY117, sY143 pentru AZFb; SY 254, SY 255, sY153, sY158
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pentru AZFc; a fost documentata prezenta genei SRY, In cromozomul Y, cét si genei ZFY/ZFX

n cromozomul X.
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Figura 33. Cariotip mozaic 45,X[3]/46,XY[12] al pacientului cu varsta 46 ani
Tehnica de bandare cromozomiala: GTG; Metafaze numarate: 30; Metafaze cariotipate: 10;
Nivel de rezolutie al benzilor: 550.

Diagnosticul stabilit: in urma evaluarii istoricului si fenotipului a fost presupus
diagnosticul de infertilitate primara. Cauza infertilitatii la pacientul descris a fost stabilita in urma
examenului citogentic, care a prezentat un cariotip 45,X/46,XY definit ca disgenezie gonadica
mixta [81, 82]. Tn organismul pacientului cu mozaicismul 45,X/46,XY, exista doua linii celulare,
in 20% de celule s-a identificat cariotipul 45,X (monosomie X) si 80% linie celulara masculin
normala cu 46,XY, ceea si ce argumenteaza fenotipul masculin, aparent, normal. Motivul pentru
care a fost indicat cariotipul fiind spermograma sever afectata — azoospermia, dar care s-a
diagnosticat la o varsta de 46 ani. Azoospermia in mozaicizmul 45,X/46,XY poate fi explicata de
pierderea cromozomului Y in unele celule embrionare, determinata, foarte probabil, de deletii in
regiunea AZF, care poate induce instabilitatea cromozomilor si erori in disjunctia cromozomilor
n mitozele postzigotice [128]. Testul multiplex PCR Tn cazul prezentat nu a prezentat deletii ale
cromozomului Y si, astfel, ipoteza sus mentionata nu explica monosomia X la pacientul descris.
Mozaicismul citogenetic si azoospermia cazului discutat ar putea fi explicate de alta ipoteza -
mutatiile genelor determinante ale testiculelor, cum ar fi gena WT1 (11p), gena DAX1 (Xp21.3)
si gena testatinei (20p11.2) pot juca un rol in esecul gonadal la acesti barbati [80].

Mozaicismul 45,X/46,XY, denumit si disgenezia gonadica mixta, este o aneuploidie rara a
cromozomilor sexuali cu o prevalenta de, aproximativ, 1 din 15.000 de nou-nascuti [50, 128, 129].
Fenotipul pacientilor cu asemenea afectiune este extrem de variabil de la ambiguitate sexuala,
genitale preponderent feminine, pana la fenotip normal. Forma mosaica 45,X/46,XY poate fi
diagnosticata si la persoanele de sex feminin cu disgenezie gonadald, si la persoanele de sex

masculin cu disgenezie gonadald mixta, si in cazurile cu pseudohermafroditism masculin, si la
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barbati aparent normali [50]. Variatiile fenotipice la persoanele cu cariotipul 45,X/46,XY pot
corela cu gradul de mozaicism din somatic si gonadal, raportul dintre numarul de celule 45,X vs
46,XY [81, 82]. Prin urmare, fenotipul acestui grup de pacienti este foarte polimorf, fiindca exista
doua linii celulare distribuite diferit, celule fara Y si gene masculinizante si celule cu cromozomul
Y si gene masculinizante. Subiectii cu mozaicismul 45,X/46,XY care prezinta o forma cu fenotip
masculin, aparent, normal alcatuiesc un subgrup rar al acestui cariotip. Acesti subiecti prezinta, de
obicei, infertilitate si sunt diagnosticati pe baza rezultatelor analizei cariotipului in timpul evaluarii
azoospermiei sau a oligospermiei severe [80, 130, 131]. Acest fenomen se observa la cazul descris
care nu a prezentat semne clinice sugestive pentru a suspecta o anomalie cromozomiald. Motivul
pentru care a fost indicat cariotipul fiind spermograma sever afectata si, respectiv, infertilitatea.

Tn 60% de cazuri s-a raportat ci persoanele cu mozaicul 45,X/46,XY pot prezenta in
copildrie ambiguitatea sexuala, pe o parte — poate fi gasit un testicul inghinal cu functie endocrina
limitatd, iar pe cealaltd parte —un cordon gonodal disgenetic cu persistenta derivatelor mulleriene;
gonadele si cordoanele gonadale disgenice au risc crescut de malignizare; genitalele externe au
fenotip variabil, predominant feminin; in alte cazuri se poate constata o virilizare suficientd pentru
a incadra copilul Tn sexul masculin, care in perioada adulta se poate manifesta prin hipogonadism,
staturd joasa si infertilitate [153].

Datele prezentate pot explica de ce in unele cazuri barbatii cu mozaicul 45,X/46,XY si
proportia/repartizarea celulelor normale predominanta in tesutul gonadal, pot beneficia de TRA
pentru a obtine spermatozoizi; totodatd necesitd a fi evaluat riscul de transmitere a unor defecte

genetice descendentilor, situatie ce necesita consiliere genetica si diagnostic prenatal [132].

4.2.5. Variatii structurale microscopice ale cromozomului Y

Prin tehnici citogenetice. au fost identificate douda cazuri cu variatii structurale ale
cromozomului Y: 46,X,del(Y)(q11.21) (Y<21) si 46,XYqgh+(Y > 18).

Deletiile cromozomului Y reprezintd a doua cauza genetica a deficientei de spermatogeneza
la barbatii infertili dupa sindromul Klinefelter [133]. Prevalenta deletiilor cromozomului Y este
estimati la, aproximativ, 1:2000 pana la 1:3000 din barbati. In acest studiu, s-a depistat la 1 din 96
de barbati azoospermici cu o prevalentd de 1,04% (Tabelul 30). La pacientul cu varsta de 36 ani a
fost identificat un cariotip masculin anormal - 46,X,del(Y)(g11.21), avand o modificare structurala
neechilibrata (deletie), ce implica o portiune de la nivelul bratului lung al cromozomului Y
(regiunea Yql1.21-qgter), in toate celulele analizate (Figura 34). Deletia in regiunea cromozomului

Y a fost confirmata si prin examenul multiplex PCR, care a relatat lipsa markerilor specifici pentru
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regiunea AZFb: SY 127, SY 134, sY117, sY143 si regiunea AZFc: SY 254, SY 255, sY153,
sY158.

Variantele polimorfe ale cromozomului Y (Ygh+) sunt mentionate in cateva studii
privind infertilitatea masculina, Tn principal, la barbatii cu azoospermie si oligozoospermie severa
[130]. Tn studiul actual, polimorfismul cromozomial Y a fost prezentat de 46,XYqgh+(Y >18) (1
caz) cu o prevalenta de 1,04% din intregul esantion (n=96) (Figura 35). Yqh+ reprezinta o variatie
aregiunii de heterocromatina constitutiva din cromozomul Y, ce nu poate explica direct tulburarile
spermatogenezei. Acest subiect devine din ce iTn ce mai controversat datoritd rolului
heterocromatinei, fara a avea o relevanta medicala pe deplin elucidata. Y(>18) rezultd din
duplicarea excesiva a secventei DY21 tipice Y in regiunea heterocromatinei si poate fi asociat cu
erori in timpul mitozei, dereglari Tn expresia genelor si diferentierea celularad; poate duce la
probleme de gestatie. Contrar, in cazurile Y(<21), similara cu cromozomul Y normal in morfologie
si benzi, precum si in dimensiune, pot lipsi genele asociate cu spermatogeneza [111]. Tn cazul
pacientului cu 46,X,del(Y)(ql1.21) - Y(<21), au fost deletate genele din regiunea AZFb+c

(confirmate prin multiplexPCR).
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4.2.6. Variatii structurale ale cromozomilor autozomi

Testarea citogeneticd a pacientilor cu azoospermie a scos in evidenta variatii In structura
unor cromozomi autozomi: 46,XY, t(1;19)(23.29:q12.4); 46,XY ,der(5),t(9;5); 45,XY,rob(13/14);
46,XY,inv(9)(p11ql2); 46,XY,inv(9)(p13.21); 46,XY,15ps+; 46,XY,22sts; 46,XY ,fra(17)(pl12).

In studiile de specialitate, sunt descrise variatii ale cromozomilor autozomi la pacientii cu
infertilitate, care frecvent nu se exprima prin modificari fenotipice. Tn studiul actual, din numarul

total (n=96) al barbatilor cu azoospermie se regasesc in 8,3% (n=8) cazuri (Tabelul 35).

Tabelul 35. Repartizarea anomaliilor cromozomiale autozomale la barbatii cu azoospermie conform
valorilor FSH

FSH (mIU/ml)

Anomalii autozomale Micsorat <2 Norma 2-10  Marit >10 Total

n=10 % n=58 % n=28 % n=96 %
Total 2 20,0 5 8,6 1 3,6 8 8,3
Translocatii reciproce 2 2,1
46,XY, 1(1;19)(23.29:q12.4) 1 10,0
46,XY,der(5),t(9;5) 1 1,7
Translocatii robertsoniene 1 1,0
45,XY,rob(13/14) 1 1,7
Inversii 2 2,1
46,XY,inv(9)(p11ql2) 1 1,7
46,XY,inv(9)(p13.21) 1 10,0
Polimorfisme crs. 2 2,1
46,XY,15ps+ 1 3,6
46,XY,22sts 1 1,7
Situs Fragil 1 1,0
46,XY,fra(17)(p12) 1 1,7

Cele mai frecvente anomalii cromozomiale autozomale depistate au fost rearanjamentele
cromozomiale echilibrate Tn 5 cazuri. Translocatiile sunt cele mai frecvente anomalii
cromozomiale echilibrate. Tn studiul curent, au fost depistate Tn 3,1% (n=3) din lotul total (n=96).
Translocatiile cromozomiale echilibrate implica rupturi in doi cromozomi si rearanjarea anormala
a fragmentelor cromozomiale care conduc la transpunerea materialului genetic de la un cromozom
la altul fara pierderea materialului genetic, ceea ce explica ca in majoritatea cazurilor purtatorii cu
translocatii prezinta un fenotip normal. Azoospermia se datoreaza, in mare parte, faptului ca, unul
dintre punctele de ruptura ar putea intrerupe o gena ce controleaza, nemijlocit, spermatogeneza si
poate conduce ulterior la blocarea spermatogenezei sau spermatogeneza incompleta. Translocatiile
pot fi de doua tipuri reciproce si robertsoniene. Translocatiile reciproce sunt anomalie
cromozomiale Tn care doi cromozomi neomologi in Profaza I a meiozei conjuga anormal ce poate

face dificila disjunctia cromozomilor si gametogeneza poate fi blocata [129].
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In cercetarea actuald, din 96 barbati cu azoospermie translocatii simple echilibrate au fost
depistate in 2,1% (n=2) cazuri- t(1;19) si t(9;5) (Figura 37, Figura 36). Intr-un caz, a fost identificat
o translocatie robertsoniana, cu 45 de cromozomi, implicand bratele lungi ale unui cromozom din
perechea 13 si unuia din perechea 14, in toate celulele analizate rob(13/14) (Figura 38) Conform
surselor de specialitate, aceasta translocatie intre cromozomii 13 si 14 este cea mai raspandita,

urmatd de translocatia 14 si 21.
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Figura 38. Cariotip 45,XY,rob(13;14)(gq10;910) al pacientului cu varsta 31 ani
Tehnica de bandare cromozomiala: GTG; Metafaze numarate: 33; Metafaze cariotipate: 10;
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Translocatiile care implica cromozomii 13 si 14, in special, se gasesc, n aproximativ, 1
din 1000 de nou-nascuti [129]. Aceste modificari structurale pot avea drept consecintd avorturi
spontane Tn cuplu. De asemenea, exista riscul de a transmite descendentilor cromozomii derivativi

neechilibrati, si, implicit, un risc crescut de anomalii congenitale la acestia. Se recomanda sfat
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genetic si diagnostic prenatal la o viitoare sarcind in cuplu. Se recomanda testarea rudelor de gradul
I, care ar putea fi purtatoare ale aceleiasi anomalii si, deci, S-ar supune acelorasi riscuri.

Inversiile cromozomiale sunt cele mai frecvente rearanjamente cromozomiale echilibrate
dupa translocatii. Acest fapt se atesta si in studiul actual, astfel, inversiile s-au identificat in 2,1%
(n=2) cazuri din numarul total al barbatilor cu azoospemie (Tabelul 35, Figura 39, Figura 40). La
ambii pacienti a fost identificatd inversie pericentrica ce implica ambele brate ale unui cromozom
din perechea 9, in toate celulele analizate. Impactul inversarii pericentrice asupra cromozomului 9
uman este controversat in literaturd. Mai multe studii au sustinut ideea ca fiind variatie normala,
deoarece frecventa nu a aritat nici o diferenta intre populatia general si cuplurile infertile [99]. In
timp ce alte studii au relatat ca inversiile, desi nu se asociaza, de regula, cu modificari fenotipice
la purtatori, dar, ca si in cazul translocatiilor, prezinta riscuri asociate pentru pierderi de sarcina,
copii cu anomalii genetice, descendenti cu probleme de infertilitate. Probabilitatea ca purtatorii de
inversii s producd gameti anormali ca urmare a incrucisarii meiotice variaza de la 1% la 10%
[99]. In urma recombinarii cromozomilor omologi, in cercul de inversare, va avea ca rezultat 4
tipuri de gameti, dintre care unul este normal, unul este inversat, iar ceilalti doi sunt, partial,

duplicati sau deletati [134].
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Figura 39. Cariotip 46,XY,inv(9)(p11q12) al Figura 40. Cariotip 46,XY,inv(9)(p13921) al
pacientului cu varsta 35 ani pacientului cu varsta 31 ani
(Metafaze numirate: 15; Metafaze cariotipate: 10; (Metafaze numarate: 15; Metafaze cariotipate: 10;
Nivelul de rezolutie al benzilor: 550 -570) Nivelul de rezolutie al benzilor: 550)

Polimorfismele cromozomiale raman, Tn continuare, unul dintre cele mai interesante
subiecte in genetica. Aceste variatii in heterocromatind au fost considerate normale pentru a
perioadd lungd de timp. In ultimii ani, tot mai multe studii arati o incidentd crescuti a
polimorfismului cromozomial in cuplurile infertile. Se pare ca, exista o relatie intre polimorfismul

cromozomial si scaderea fertilitatii. Studiile anterioare indica faptul cd@ polimorfismele
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cromozomiale pot provoca infertilitate [135]. Tn studiul actual, au fost identificate in 2,1% (n=2)

cazuri din 96 barbati cu azoospermie. Un caz avand o regiune satelitard marita la nivelul bratului

scurt al unuia dintre cromozomii din perechea 15 (15ps+) si altul din perechea cromozomului 21

(21ps+), in toate celulele analizate (Figura 41, Figura 42).
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Figura 41. Cariotip 46,XY,15ps+ al pacientului cu  Figura 42. Cariotip 46,XY,22ps+ al pacientului cu
varsta 32 ani
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Figura 43. Cariotip 46,XY,fra(17)(p12) al pacientului cu varsta 36 ani

Nivel de rezolutie al benzilor: 600

Tehnica de bandare cromozomiala: GTG; Metafaze numarate: 30; Metafaze cariotipate: 10;

Intr-un caz, la un barbat azoospermic cu varsta de 36 ani, a fost depistat un cariotip

masculin cu 46 cromozomi, prezentdnd un situs fragil la nivelul bratului scurt al unuia dintre

cromozomii din perechea 17 (regiunea 17p12), in toate celulele analizate (Figura 43). In timp ce

situsul fragil de pe cromozomul X, fra(X)(q27.3) este asociat cu o forma de retard mintal,

semnificatia practica a celorlalte situsuri fragile autozomale nu au fost inca pe deplin elucidate.
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4.3. Variatii in genele AZF si gena CFTR la pacientii cu azoospermie testati molecular-
genetic
Toti pacientii (n=96) cu azoospermie au fost testati molecular-genetic pentru analiza

variatiilor in genele din regiunea AZF a cromozomului Y (multiplex PCR) si pentru mutatiile

delF508 si G542X ale genei CFTR (PCR).

4.3.1. Microdeletii ale cromozomului Y la barbatii cu azoospermie
In cercetarea actuala, au fost diagnosticate in 25% (24/96) variatii cromozomiale, dintre
care asociate Sindromului Klinefelter 11,5% (11/96). La analiza molecular-genetica in 10,4%
(10/96) au fost depistate deletiile regiunii AZF ale cromozomului Y (Figura 44). Conform studiilor
de specialitate, microdeletiile cromozomului Y in regiunea AZF reprezinta a doua cauza genetica
de infertilitate masculind, dupa anomaliile cromozomiale si in special SK, date confirmate Tn acest

studiu [110, 136].

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Sindromul Klinefelter 115
Microdeletii Y 10.4

CFTR 3.1

Translocatii 3.1

Polimorfisme crs. 3.1

Inversii 2.1

47 XYY 1.0
45,X/46,XY 1.0
46,XX+SRY 1.0
46,Xdel(Y)(ql1.21) 1.0
46,XY ,fra(17)(pl2) 1.0

Figura 44. Prevalenta microdeletiilor cromozomului Y in raport cu alte cauze genetice diagnosticate
la barbatii cu azoospermie

Microdeletiile Y sunt mai frecvente la barbatii infertili decat in populatia generald, se
gasesc la 3—5% dintre pacientii cu oligozoospermie si 6—16% dintre pacientii cu azoospermie.
Incidenta inalta a microdeletiilor Y in randul barbatilor cu spermograma sever afectata este
datorata, nemijlocit, deletiilor in regiunea AZF ce afecteaza genele care controleaza

spermatogeneza [137].
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Nr. pacientilor STS (locus) Cromozomul Y
70 78 33 58 42 63 12
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Figura 45. Diagrama schematica care ilustreazi diferite tipuri de deletie a markerilor STS la
pacientii cu AZF deletii. +: produs PCR prezent; —: produs PCR lipsa

Din numarul total (n=10) al pacientilor cu microdeletii Y, cele mai frecvente sunt
microdeletiile locusului AZFc, markerii lipsa au fost SY153, sY158, sY254 si sY255. Deletii
izolate ale acestui locus au fost diagnosticate in 50% (n=5) din (n=10) pacientii azoospermici. In
20% (n=2) au fost depistati cu deletia regiunii AZFb, markerii lipsa fiind sY117, sY127, sY134,
sY143. Deletii care afecteazi atat loci AZFb, cat si AZFc au fost identificate in 20% (n=2). Intr-
un singur caz, 10 % (n=1) au fost detectate microdeletii in fiecare regiune a AZFa-sY84, sY86,
sY620, DBY1; AZFb-s Y117, sY127, sY134, sY143; AZFc-sY153, sY158 sY254, sY255; si
prezenta genei SRY (regiunea care determina sexul pe Y). Deletii complete izolate ale regiunii
AZFa nu au fost detectate la niciunul dintre pacienti (Tabelul 36, Figura 45, Figura 46)

AZFb

20%

20%

10%

AZFa 50% AZFe¢

Figura 46. Diagrama Venn reprezinta prevalenta diferitor tipuri de deletii in regiunea AZF
AZFc deletii sunt implicate in 50% (5/10) din nr. total al deletiilor respectiv. AZFb deletii in 20% (2/10),
deletii combinate ce includ AZFb si AZFc sunt la fel in 20%. Deletii in toate regiunile AZFa, AZFb si
AZFc in 10% (1/10).
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Dintre numarul total al pacientilor cu azoospemie (n=96), deletia regiunii AZFc a fost
identificatd in 5,2% (5/96), urmata de AZFb, 2,08% (2/96), AZFbc, 2,08% (2/96), AZFabc, 1,0%
(1/96). Deletia AZFc a fost cel mai frecvent model de microdeletii AZF la pacientii cu azoospermie
cu o prevalenta de, aproximativ, 12% si oligozoospermie severa 6%; aceastd constatare este in
concordanta cu rapoartele anterioare [138]. Din numarul total de deletii, deletia in regiunea AFZc
la barbatii azoospermici se intalneste in, aproximativ, (60 - 70%), urmata de deletiile din regiunea

AZFbc (22%), AZFb (15%) si AZFa (3%) (Figura 46).

Tabelul 36. Manifestirile fenotipice la pacientii cu microdeletii ale cromozomului Y

Nr. pacienti 6 16 54 70 78 33 58 42 63 12

Varsta (ani) 28 32 36 31 29 34 30 34 36 40 33,0£3,7
Infertilitate (ani) 2 7 8 2 5 3 3 3 8 9 5,0+2,8
Boli copilarie V \ \ \ 40,0%
Interv. chirurgicale v 10,0%
Infectii urogenitale \ 10,0%
Expun. gonadotoxice \ \ \ 30,0%
Traumatisme genitale \ \ 20,0%
Fumat \ \ \ \ \ 50,0%
Istoric an. congenitale \ 10,0%
Abstinenta (zile) 7 6 6 5 4 5 3 3 6 4 49+14
Volum (ml) 3,7 2,5 25 25 3,8 1,5 3,3 3,3 15 2,4 2,719,8
pH 7,1 8,0 8,0 7,8 7,6 8,2 7,8 8,0 7,1 17,7 7,7+0,4
Leucocite (mIn/ml) 0,1 0,3 0,3 0,7 1,0 0,0 0,1 0,6 0,0 1,0 0,4 +0,3
FSH 52 34 12,2 9,9 7,3 5,7 1,3 25 6,9 9,8 6,4 £3,5
(mIU/ml) — — 1 - — — I — — —

LH 8,1 2,5 6,9 6,7 75 12,0 2,5 3,5 8,4 17,7 6,2 £3,2
(mIU/ml) — — - - — — I — — —

Prolactina 250 144 128 121 120 131 130 120 82 70 13048
(ng/ml) 1 — - - — — — — — —

Testosteron 32 26 12 56 20 54 25 35 30 41 33:l4
(ng/ml) — — I - — — — — — —

46,XY V V \/ \/ \/ \/ V \/ 80,0%
46, XX+SRY V 10,0%
46,Xdel(Y)(q11.21) \ 10,0%
Tipul delAZF c c c c c b b bc bc abc

Biopsie testiculara \ \ \ 30,0%
Lipsa spermatozoizi \ \ \

Conform datelor din literatura, deletii in regiunea AZF se intalnesc la 1 din 8 barbati

azoospermici cu cariotip normal [109, 136]. Acelasi rezultat a fost obtinut si in cercetarea actuala
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din 10 pacienti cu deletii 8 pacienti au prezentat cariotip normal (46,XY) si 2 pacienti au avut
modificari in cariotip 1 pacient 46,XX+ SRY si 1 pacient 46,Xdel(Y)(q11.21) (Tabelul 36).

Cele mai multe dintre aceste mutatii sunt de novo, avand in vedere modelul de mostenire
al cromozomului Y [139] Deletiile diferitelor regiuni sunt asociate cu capacitati diferite pentru
productia de spermatozoizi variind de la oligozoospermie severa, azoospermie si sindromul

Celulelor Sertoli [140].

Tabelul 37. Microdeletii ale cromozomului Y la barbatii cu azoospermie corelate la valorile FSH

FSH miU/ml
Rezultate molecular-genetice ~ Micsorat<2 ~ Norma2-10  Marit>10 Total

n=10 % n=58 % n=28 % n=96 %
deltie in regiunea AZF 1 10,0 8 13,8 1 3,6 10 10,4
deletie in regiunea AZFa, b, c 1 125 1 10,0
deletie in regiunea AZFb 1 100 1 12,5 2 20,0
deletie in regiunea AZFb si c 2 250 2 200
deletie in regiunea AZFc 4 50,0 1 100 5 50,0

Regiunea AZFc implicd 12 gene si unitdti de transcriptie, fiecare se prezinta intr-un numar
variabil de exemplare, rezultdnd un total de 32 de exemplare. Barbatii cu deletii AZFc prezinta cel
mai variabil fenotip variind de la azoospermie completd pand la oligozoospermie usoara. Totusi,
la majoritatea purtatorilor cu AZFc deletii, spermatogeneza este finalizata, dar pe o scard redusa,
de obicei, mai putin de 2 milioane/ml rezultand oligozoospermie severa [104]. In timp ce deletiile
AZFc sunt mai putin patogene, conform studiilor de caz prospective de urmarire, se observa ca
intr-un subgrup de barbati cu microdeletii AZFc existd o scadere progresiva a numarului de
spermatozoizi, unde pacientii progreseaza de la oligozoospermie la forma sa severa sau chiar devin
cu azoospermie. Acest lucru implica un efect de deteriorare temporard a deletiilor AZFc asupra
spermatogenezei, care duce la Inrautdtirea numarului de spermatozoizi si calitate. Astfel, desi
barbatii cu deletii AZFc pot prezenta spermatozoizi in ejaculat, trebuie de luat in consideratie
posibilitatea de a se oferi crioconservare a spermei pentru a preveni tehnici invazive precum TESA
in etapele ulterioare ale vietii pentru recuperarea spermei [141]. Barbatii cu deletie AZFc prezinta
un prognostic favorabil pentru recuperarea spermei prin tehnica microTESE. Conform rapoartelor,
din multiple studii la pacientii cu deletii AZFc, spermatozoizii maturi sunt obtinuti in, aproximativ,
50% prin tehnica microTESE, in ciuda ratelor reduse de fertilizare si a scorurilor embrionare mai
slabe dupa ICSI [142]. Tn studiul actual, biopsia testiculara prin tehnica TESE a fost efectuati la 3

pacienti cu deletie AZFc pentru recuperarea spermei, cu toate acestea, nu am gasit la nici un
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pacient, spermatozoizi maturi suficienti pentru ICSI (Tabelul 36). Unul din motivele probabile
fiind tehnica care a fost utilizata (TESE), sansele de recuperare la acesti pacienti sunt mult mai
mari, daca se utilizeaza microTESE [122].

Majoritatea barbatilor cu microdeletii Yq necesita ICSI pentru a le depasi infertilitatea,
deoarece toti spermatozoizii de la barbatii cu deletii Y prezintd aceeasi microdeletie, descendentii
de sex masculin ICSI ai barbatilor cu microdeletii Yq vor avea, de asemenea, deletia si vor avea
afectarea spermatogenezei la varsta adultd. Desi severitatea esecului spermatogen nu poate fi
prezisd, crioconservarea preventivd a spermei la fii la o varsta, relativ, frageda ar trebui
recomandata parintilor [91].

In regiunea AZFc existd mai multe gene de fertilitate candidate, care contine 8 familii de
gene in mai multe copiii, inclusiv: BPY2 (Basic protein on Y chromosome 2), doua copii ale CDY'1
(CDY1a si CDY1b; chromodomain protein, Y chromosome 1), patru copii ale familiei de gene
DAZ (deleted in azoospermia gene family), GOLGAZ2LY (Golgi Autoantigen, Golgin Subfamily
a2 Like Y), CSPG4LY (Chondroitin sulfate proteoglycan 4 Like Y), TTY3.1, TTY4.1 si TTY7.1
(testis-specific transcript) [136, 143, 144].

Tabelul 38. Markerii cromozomului Y la barbatii cu azoospermie, corelate la valorile FSH

FSH
lipsa markerului Micsorat <2 Norma 2-10 Marit >10 Total
n=10 % n=58 % n=28 % n=96 %
SY14 0 0
SY14 SRY 0 0
sY84 —gena DYS 388 1 1,7 1 1,04
sY86 —gena DYS148 1 1,7 1 1,04
DBY1 - gena DBY 1 1,7 1 1,04
sY620 — gena USP9Y 1 1,7 1 1,04
sY127 —gena DYS218 1 10,0 4 6,9 5 52
sY134 —gena DYS224 1 100 4 6,9 5 52
sY117 — gena DY S209 1 10,0 4 6,9 5 52
SY143 — gena RBM1 1 100 4 6,9 5 52
sY153 — gena DAZ 7 12,1 1 36 8 83
sY158 — gena DAZ 7 12,1 1 3,6 8 83
sY254 — gena DY S237 7 12,1 1 36 8 83
sY255 —gena DY S241 7 12,1 1 3,6 8 83

Tn 8,3% au lipsit markerii sY153 si sY158, sY254 si sY255, ce corespund regiunii AZFc
care include familia de gene DAZ (Deleted in Azoospermia) si gena DYS (Tabelul 38). inca nu
este clar de ce deletia AZFc este atat de frecventa, probabil, ar putea fi cauzata de secventele

repetitive din aceasta regiune. In timp ce copiile genei DAZ sunt deletate la barbatii cu deletii
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complete si partiale AZFc, au fost raportate cazuri cand copiile individuale DAZ pot fi deletate
sau duplicate chiar si in absenta deletiei complete. Tn acelasi timp, deletiile/dublicatiile copiei genei
DAZ sunt raportate chiar si la barbatii fertili. Este demonstrat ca, deletiile copiilor genelor DAZ si
CDY1 au ca rezultat reducerea numarului si motilitatii spermatozoizilor. Aceste observatii
subliniaza importanta genelor DAZ 1n spermatogeneza. Functional, mecanismul prin care gena
DAZ ar regla spermatogeneza ramane neexplorat, se suspecteaza sa realizeze acest mecanism prin
reglementarea transcriptiei si sintezei ARN [138].

AZFa gazduieste 2 copii ale genelor care codifica proteinele USP9Y (Ubiquitin Specific
Protease 9 Y) si DBY (Dead Body Y). Deletia completa a regiunii AZFa este asociatd cu
azoospermie si cu Sindromul Celulelor Sertoli - fara focare testiculare de spermatozoizi (SCOS)
[143].
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Figura 47. Rezultatul electroforezei pentru AZF deletii: 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7- pacienti cu deletii: 8; 9;
10- control masculin
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9101 2 -3. 4 3m6 7
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Figura 48. Rezultatul electroforezei pentru AZF deletii: 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7- pacienti cu deletii: 8; 9;
10- control masculin
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Tabelul 39. Rezultatele pacientilor de la electroforeza pentru microdeletiile Y

Nr. pa%i:e.nt sY84 sY134 DBY1 sY255 sY254 sY86 sY127 sY117 sY143 sY620 SY158 sY153
1 16 + + - - - + + + +

2 54 + + - - + + + +

3 70 + + - - + + + +

4 33 + - + + + + - + +
5 35 + + + + + + - + +
6 42 + + + - + - + +

7 63 + + + - + _ +

8 12 - - - - - - - - -

9 XY1 + + + + + + + + + + + +
10 XY2 + + + + + + + + + + + +
11 XY3 + + + + + + + + + + + +

Deletia completa a AZFb apare cu o frecventd de 1-5% din toate microdeletiile
cromozomului Y. Tn acest studiu, deletia completd AZFb a fost depistati la 2 pacienti, markerii lipsa
fiind sY117, sY127, sY134, sY143 (Figura 45). Decletia AZFb poate fi asociatd cu oprirea

dezvoltarii celulelor germinale in stadiul de pahiten rezultand azoospermie sau SCOS [136].

4.3.2. Mutatii in gena CFTR la barbatii cu azoospermie

In urma evaluirii molecular genetice a mutatiilor delF508 si G542X ale genei CFTR la
pacientii (n=96) cu azoospermie, in 3,1% (n=3) cazuri au fost depistati ca purtatori ai mutatiei in
gena CFTR- N/AF508 (Figura 49). Fibroza chistica (FC) este cea mai frecventa afectiune
autozomal recesiva, care afecteaza, aproximativ, 70.000 de oameni din intreaga lume caracteristica
populatiei caucaziene. Manifestdrile bolii sunt cauzate de defecte ale proteinei Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator, determinate de mutatii in gena CFTR. Mutatia AF508
este cea mai frecventa, aproximativ, 50-80% [145].

Gena CFTR este un membru al super-familiei de gene codificatoare de proteine-pompe ATP-
azice, care se extinde pe, aproximativ, 190 kb pe regiunea cromozomiald 7q31.2 si contine 27 de
exoni si 26 introni. Produsul genei CFTR este o proteina canal de ioni de clor de 1480 de
aminoacizi [146].

Mutatiile din gena CFTR perturba functia canalelor de clor, impiedicdndu-le sa regleze fluxul
de ioni si apa prin membranele celulare. Ca rezultat, celulele din tractul genital masculin produc
mucus de o consistentd vascoasa. Patogenitatea CBAVD (Absenta congenitald bilaterala a
canalului deferent) in FC poate aparea in timpul dezvoltarii n uter, posibil, prin obstructia tractului

genital din cauza acumularii de secretii vascoase, care duc la degenerarea canalului deferent [147].
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Alelele care provoaca mutatii in gena CFTR pot fi clasificate in doua tipuri principale: (1) mutatii
»severe” in stare homozigotd/ disfunctia bialelicd si manifestari multisistemice caracteristice FC;
(if) mutatii ,,usoare” heterozigote, fara manifestari caracteristice FC, dar frecvent cu CBAVD.

Circa 33% dintre subiectii cu CBAVD de rasa europeana sunt heterozigoti pentru mutatii in gena

CFTR [104].

250pb

247pb

Figura 49. Electroforeograma pentru mutatia del F508 in gena CFTR
1, 3: barbat heterozigot (N/delF508); 2: barbat homozigot (N/N)

La toti pacientii heterozigoti cu alele N/AF508, s-a efectuat biopsie testiculard, unde s-au
identificat spermatozoizi pentru ICSI. Pentru cuplurile in care partenerul masculin are mutatii in
gena CFTR, testarea partenerului feminin si consilierea genetica sunt foarte importante inainte de
TRA, pentru a estima riscurile si posibilele corelatii genotip-fenotip. Astfel, pentru calcularea
riscului de recurenta la descendenti au fost, de asemenea, investigate sotiile lor, care au fost
homozigote NN.

Toti (n=3) pacientii purtatori de mutatii AF508, au prezentat absenta bilaterald a vaselor
deferente (CBAVD). CBAVD este o boala congenitala de dezvoltare (1:1000 barbati) caracterizata
prin lipsa ambelor canale deferente. Prevalenta CBAVD la barbatii azoospermici este estimata la
4-17% si creste pana la 25% in cazul azoospermiei obstructive [104]. Absenta vaselor deferente
este asimptomatica din punct de vedere clinic si atunci cand CBAVD este singura manifestare la
un pacient, atunci, in majoritatea cauzelor, gazduieste cel putin o mutatie a genei CFTR. Aceasta

afectiune este cunoscuta ca forma genitald a fibrozei si poate fi denumita FC-CBAVD [147].
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4.4. Consultul genetic in cuplurile infertile datorate azoospermiei in contextul
reproducerii asistate

Azoospermia este cea mai severd cauzd de infertilitate masculind in cuplu, barbatii
azoospermici suferd de absenta spermatozoizilor in ejaculat. De la introducerea ICSI a ovocitelor
din anul 1993, folosind spermatozoizi testiculari si epididimali, a devenit o procedura de tratament
de rutina pentru pacientii cu azoospermie ca factor de infertilitate masculina [148].

Confirmarea unui diagnostic clinic prin testare genetica poate conduce la un management
medical personalizat. Simptomele clinice similare pot fi rezultatul diferitelor variatii genetice. Mai
exact, in situatii clinice mai rare, evaluarile genetice (consiliere si testare) pot contribui la
identificarea specifica a bolii sau la confirmarea unui diagnostic suspect. Combinatia dintre
informatii clinice detaliate furnizate si identificarea cauzei genetice va permite dezvoltarea unei
strategii diagnostic-terapeutice personalizate [149-151]. Cele trei domenii principale de aplicare
pentru care este necesarda testarea geneticd pentru a Tmbundtiti medicina reproductiva sunt:
identificarea cauzei infertilitatii, identificarea bolilor genetice transmisibile descendentilor si

optimizarea tehnicilor de reproducere asistata (Figura 50).

Testarea @
genetica

1. Identificarea cauzei 2. Optimizarea 3. Identificarea patologilor
infertilitatii Reproducerii Asistate genetice care pot fi
[ ] [ ) [ ) o transmise la urmasi

3

preconceptional preconceptional/ prenatal/postnatal
prenatal

Figura 50. Domeniile principale de aplicare pentru care este necesara testarea genetici pentru a
imbunititi medicina reproductiva

Consilierea si testarea geneticd pot oferi cuplului infertil oportunitatea de a obtine o
explicatie sau o mai bund intelegere a pierderilor, desi poartd cu sine potentialul de diagnostic
genetic sau informatii care pot fi deranjante. Multe cupluri infertile, deciziile sa continue cu teste
genetice sau consiliere sunt influentate de experientele anterioare de infertilitate, indicatii medicale

si acceptarea unei componente genetice a infertilitatii lor [152, 153].
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Tabelul 40. Optiuni de tratament reproductiv utilizate la pacientii cu variatii genetice Tn cadrul
Tehnicilor de Reproducere Asistati

Rezultatele testelor Nr. % Varsta  FSH TESE/ Prezenta
genetice 96 (ani) (mlU/ml)  ICSI spermatozoizi

Citogenetice/cariotip 24 250 34848 119+10,1
Gonozomale, inclusiv: 16 66,7 36,2+4,9 15,4 +10,3
SK/ XXY 11 68,7 35,6+4,9 20,248,7 - -
47, XYY 1 4,2 - -
46,XX +SRY 1 42 nu s-a recomandat
45,X/46,XY 1 4,2 - -
46,Xdel(Y)(q11.21) del AZFbc 1 42 nu s-a recomandat
46,XYgh+ 1 4.2 - -
Autozomale, inclusiv: 8 333 320+29 49+48
45,XY,rob(13/14) 1 42 - -
46,XY,1(1;19)(23.2q:q12.4) 1 42 - -
46,XY,15ps+ 1 42 - -
46,XY,22sts 1 42 - -
46,XY ,der(5),t(9;5) 1 42 - -
46,XY ,fra(17)(pl2) 1 42 - -
46,XY,inv(9)(p11q12) 1 42 - -
46,XY,inv(9)(p13.21) 1 42 + +
Molecular genetice (AZF) 10 104 33,0+3,7 6,4+35
AZFabc 1 10 nu s-a recomandat
AZFb 2 20 - -
AZFbc 2 20 nu s-a recomandat
AZFc 5 50 +(3) -
Molecular genetice (CFTR) 3 3,1 34,706 4,746 + +
delF508

FSH - Hormonul Foliculostimulant; - nu s-a efectuat, lipsa spermatozoizi; + s-a efectuat, prezenta
spermatozoizi

Recuperarea spermatozoizilor la pacientii cu variatii genetice, din pacate, nu a fost posibila
de realizat la toti pacientii, majoritatea pacientilor au amanat procedura din motive financiare, la
o parte din pacienti nu s-a efectuat, deoarece in laboratorul in care s-a realizat cercetarea
posibilitatea de recuperare a spermatozoizilor a fost tehnica TESE, dar la pacientii cu anomalii
cromozomiale in majoritatea cazurilor, microdeletii Y se recomanda, conform surselor de
specialitate, tehnica microTESE. Tn studiul actual, s-a efectuat recuperarea spermatozoizilor, prin
tehnica TESE la 1 pacient cu varsta de 35 ani, avand 0 inversie cromozomiala
46,XY,inv(9)(p13.21), unde au fost obtinuti spermatozoizi suficienti pentru ICSI. La fel a fost
efectuata recuperarea spermatozoizilor la 3 pacienti cu deletii AZFc, prin tehnica TESE, unde nu
au fost obtinuti spermatozoizi. La toti pacientii cu mutatie in gena CFTR s-au obtinut

spermatozoizi In urma recuperdrii chirurgicale prin tehnica TESE.
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Tabelul 41. Optiuni de tratament reproductiv al pacientilor cu microdeletii ale cromozomului Y Tn
cadrul Tehnicilor de Reproducere Asistata, adaptat [142, 149, 154]

Fenotip Cauza Frecventa Test TRA Mostenire
Genetica
Masculin normal 1/2.500 Diagnostic
FSH &1 ' ~ 10-15%in Moleculrar n conformitate
LH _ Microdeletii azoospermie; genetic PCR tipului de deletic
Normozoospermie- = cromozomul'Y' 3.794 in STS regiunea Y;
Azoospermie oligozoospermie | ZFY; SRY
Azoospermie/ Y-AZF c AZFc del-60%  STSY- regiunea micro- De novo/
Oligozoospermie deletie AZFc TESE + | Y linkata
severa sY254- genaDAZ | ICSI Consiliere
sY255- DAZ genetica/
sY153- DYS237 AZFc del-
sY158- DYS241 transmitere
Azoospermie/ Y-AZF b AZFDb del 1-5%  STSY- regiunea la baieti;
Blocarea deletie AZFb PGD
spermatogenezei sY117-DYS209
sY127-DYS218
sY134-DYS224
sY143-RBMY
Azoospermie Y-AZFb+c AZFbc del- 22% | STSY- regiunea Donator = De novo
/Sindromul deletie AZFc combinat sperma  Nuse
SCO/Blocarea cu AZFb FIV transmite la
spermatogenezei urmasi
Azoospermie/ Y-AZFa AZFa del- 3% STSY- regiunea
Sindromul SCO deletie AZFa
sY84- DYS388
sY86- DYS148
DBY1- DBY
sY620- USP9Y
Azoospermie/ Y-AZFabc 1 STSY- regiunea Donator
Sindromul SCO Deletie AZFc combinat sperma
cu AZFbsi AZFc | FIV

TRA- Tehnica de Reproducere Asistata; SCO - Sindromul Celulelor Sertoli; PCR — Reactia de polimerizare
in lant; STS- PGD- Diagnostic Genetic Preimplantational; FSH - Hormonul Foliculostimulant; LH -
Hormonul Luteinizant; T - marit; <> norma; FIV- Fertilizare Tn vitro

Consilierea genetica, in cadrul tehnicilor de reproducere, ar trebui sa se bazeze pe
urmatoarele directii:
Un cuplu in care barbatul are infertilitate datorata microdeletiilor cromozomului Y Se poate
oferi optiunea de fertilizare in vitro, folosind ICSI (injectie intracitoplasmatica de sperma). In
aceasta procedura, spermatozoizii prelevati din ejaculat (la barbatii cu oligozoospermie) sau
extrasi din biopsii testiculare (la barbatii cu azoospermie) sunt injectati prin ICSI intr-un ovul
recoltat prin FIV (fertilizare In vitro) [154]. In practica clinica, indicatia pentru TESE sau

micro-TESE chirurgicald pentru pacientii azoospermici trebuie luata in considerare pe baza
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Vi.

rezultatelor testelor molecular genetice a tipului de deletie AZFa, AZFb, AZF b,c si AZFc
(Tabelul 41).

Conform studiilor, recuperarea spermei a avut succes pentru majoritatea barbatilor cu deletii
in regiunea AZFc, dar rareori pentru barbatii cu deletii de AZFb si AZFa. Deletiile complete
de AZFc au fost asociate cu o varietate de fenotipuri clinice si histologice, variind de la
azoospermie la spermatogeneza reziduala si oligozoospermie. In deletiile complete AZFc care
conduc la azoospermie, exista o sansa de 50% de recuperare a spermatozoizilor cu TESE. Rata
de succes depinde de tehnica si variaza de la 9% pana la 80% cu micro-TESE. Motivul pentru
aceasta este ca o copie autozomald a DAZ (DAZL) poate servi ca o ,,gena de rezerva”, ceea
ce ar ajuta la pastrarea unei cantitdti mici de spermatogeneza reziduald la barbatii cu deletii
AZFc, care elimind genele DAZ. Nu exista astfel de copii autozomale ,,de rezerva” pentru
gene In AZFD. In plus, deoarece in literaturd au fost raportate scaderi progresive ale productiei
de spermatozoizi, a barbatilor care s-au dovedit a avea oligozoospermie si deletii AZFc ar
trebui sa li se ofere crioconservare preventiva a spermei la momentul diagnosticului [136,
155].

In cazul pacientilor cu AZFb are loc blocarea spermatogenezei sau stoparea maturizarii, exista
un esec al spermatocitelor de a progresa dincolo de meioza I. Dar la 60% dintre indivizi, citeva
spermatocite progreseazi la spermatozoizi si pot fi extrase din testicul. In mod similar, la
,aproximativ, 60% dintre barbatii cu sindromul SCO un numar mic de tubuli contin, de fapt,
cativa spermatozoizi, care rezulta din focare mici de spermatogeneza.

Este important de explicat cuplului despre posibilitatea transmiterii infertilitatii cromozomului
Y la descendentii de sex masculin Tnainte de a Incerca fertilizarea prin ICSI si FIV.

Daca barbatul este purtator al unei anomalii autozomale echilibrate, cuplul trebuie informat
ca rata de succes a sarcinii poate fi scazuta si ca exista un risc crescut de avort spontan. Cuplul
ar trebui sa fie sfatuit ca fatul lor poate fi: afectat de o anomalie cromozomiald, care poate
provoca multiple anomalii congenitale, retard mintal si o sperantd de viata redusa sau; fatul
poate fi normal sau; fatul poate avea aceeasi anomalie cromozomiala ca si tatal, ceea ce duce
la o fertilitate redusa sau infertilitate.

Daca barbatul este purtator al unei anomalii structurale, care implica doar cromozomii sexuali,
existd un risc crescut de transmitere a infertilitatii si, eventual, a altor tulburdri sau

malformatii, in functie de localizarea punctului de intrerupere.
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Vii.

viii.

Daca barbatul are aneuploidie a cromozomului sexual (47,XXY etc.), cuplul ar trebui sa fie
consiliat ca rata de succes a ICSI este variabild, poate exista un risc crescut de avort spontan
si exista riscul transmiterii cromozomului sexual si aneuploidiei la descendent.
Diagnosticul prenatal al sarcinii concepute prin ICSI ar trebui sa fie oferit cuplului in baza
rezultatului examenului citogenetic, ce include tipul anomaliei cromozomiale la barbat
[156].

Cuplul ar trebui sa fie informat ca screening-ul diagnostic preimplantational al pre-
embrionilor poate fi o consideratie pentru ei, chiar daca aceastd metodd de diagnostic inalt
specializata, nu este disponibila ca optiune pentru ei la nivel local.

In cele din urma, cuplului ar trebui si i se ofere posibila alternativa de inseminare a

donatorului 1n locul fertilizarii asistate de ICSI.

Tabelul 42. Optiuni de tratament reproductiv al pacientilor cu anomalii cromozomiale echilibrate in

cadrul Tehnicilor de Reproducere Asistata, adaptat [95, 156]

Fenotip Cauza genetica /frecventa Test TRA
Normospermia Anomalii crs. de structura  Examenul FIV oligozoospermie
pana la echilibrate citogenetic/cariotipare microTESE/TESE
azoospermia; 5% din barbatii infertili FISH azoospermie
FSH «; Translocatii reciproce: 46,XY,t(1;19) PGD
Testosteron 0,9/1000 n.n. 46,XY ,t(9;5)

—; 0,5- 0,9% azoospermie, etc.
Majoritatea 0,6% oligozoospermie,
fenotip normal. Translocatii robertsoniene: 45, XY ,rob(13;14)
0,5% azoospermie, 45,XY,rob(14;21)
1,6% oligozoospermie. etc.
Inversii: 46,XY,inv(9)(p11g12)
46,XY,inv(9)(p13.21)
etc.

TRA- Tehnica de Reproducere Asistata; PGD - Diagnostic Genetic Preimplantational; FSH - Hormonul
Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant; T - marit; <~ norma; FIV- Fertilizare in vitro; microTESE
- Microscopic testicular retrieval of sperm

Xi.

Barbatii azoospemici cu mutatii in gena CFTR pot concepe copii prin TRA. Un barbat afectat
(aa) va transmite cate o alela cu mutatie a genei CFTR care cauzeaza boala fiecaruia dintre
urmasii sdi. Prin urmare, toti copiii sai vor fi purtatori, sau cu FC, sau cu CBAVD. Riscul ca
copilul sau sd mosteneascd ambele gene cu mutatie a genei CFTR, depinde de statutul de
purtdtor al partenerului sdu de reproducere. Testarea genetica moleculara CFTR ar trebui sa
fie oferita partenerului sdu de reproducere pentru a determina statutul ei de purtator CFTR.
Daca partenerul de reproducere este purtator de mutatia in gena CFTR, descendentii lor vor

prezenta riscul pentru FC sau CBAVD in 25% [157].
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Tabelul 43. Optiuni de tratament reproductiv al pacientilor cu anomalii cromozomiale n cadrul
Tehnicilor de Reproducere Asistati, adaptat [72, 149]

fenotip normal,
Minoritatea
Statura inalta,
Intarzierea
vorbirii, TSA,
deficit de atentie,
hiperactivitate.

azoospermie

Fenotip Cauza genetica Test TRA Mostenire
/frecventa
Azoospermia, XXY/Sindromul = Examenul la pacientii cu
oligozoospermia; = Klinefelter citogenetic/cariotip oligozoospermie De novo
FSHZI,LHZ 1/700 nou-nascuti Forma clasica FIV + ICSI
Testosteron I; de sex masculin; = 47,XXY (80-90%) | D
. o A . a pacientil cu
statura Tnalta, 10-15% 1n Forma mozaica mie pani |
testicule mici, azoospermie, 46,XY/47 XXY azoosperinic pana fa
infertilitate 2-5% (6-7%) varsta de 35 ani
. " : . O micro TESE+ ICSI
ginecomastie; oligozoospermie. | Polisomii X
tulburari 48, XXXY la pacientii diagnosticati
neurocognitive, 49, XXXXY etc. prepubertar in perioada
sindrom (3-8%) pubertara consilierea
metabolic, etc. genetica privind
crioconservarea
spermatozoizilor micro
TESE
Azoospermia, XX la barbati/ Examenul Utilizarea spermeidela = AD
Oligozoospermia, = Sindromul de la  citogenetic/cariotip donator (ulterior FIV).
FSH < 1I,LH1I,  Chapelle 46,XX*SRY (80%);
Testosteron «— I;  Cazuri rare FISH — prezenta
statura joasa, 1:20.000 nou genei SRY;
organe genitale nascuti PCR- lipsa regiunei
masculine, AZFa, AZFb, AZFc,
criptoorhidism, prezenta genei SRY
hipospadias, 46, XX SRY (20%); Nu este
ginecomastie, FISH — lipsa genei clar
infertilitate. SRY;
PCR- lipsa regiunei
AZFa, AZFb, AZFc,
Normospermia XYY/Sindromul = Examenul FIV sau ICSI in cazul Nu este
pana la Jacobs citogenetic/cariotip pacientilor cu clar
Azoospermia, 1/1.000 Forma omogena oligozoospermie
FSH <1, nou/nascuti 47, XYY
Testosteron < I;  0,4% Forma mozaica micro TESE+ ICSI in
Majoritatea oligozoospermie  46,XY/47,XXY cazul pacientilor cu

TSA - Tulburari ale spectrului de Autism; PGD- Diagnostic Genetic Preimplantational; FSH - Hormonul
Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant; T - marit; <= norma; | micsorat; FIV- Fertilizare in vitro;
microTESE - Microscopic testicular retrieval of sperm
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Azoospermia
(2 rezultate la interval de 2-3 saptamdni)

[ Volum ejaculat (< 1,5 ml) J { Volum ejaculat (> 1,5 ml) } Volum ejaculat (> 1,5ml/

pH acid (< 7,2) pH bazic (> 7,2) < 1,5 ml) pH bazic (> 7,2)
FSH <« FSH & 17 FSH &1
LH & LH—T LH 1
T T T—
. 3 3
Vas deferent nu se palpeaza [ Vas deferent se palpeaza ]
CBAVD )
¥ ¥ ¥
4 . .
Testarea molecular Testarea molecular genetica Testarea Cl:togenetlca/
genetica mutatii gena Microdeletii Y Cariotip
CFTR FISH
¥ 3 g L
Prezenta mutatiei AZFc AZFa XXY XX (male)
CFTR/testarea partenerei AZFb AZFb,c XXYIXY
(evaluarea riscului) AZFa,b,c XYY XXY
Translocatii XXYIXY
Inversii (>35 ani)
Consultul genetic Consultul genetic
Recuperarea spermei - .
testiculare TESE/ gsz;z;/e:dipi;? el
microTESE/ ICSI/ FIV P’

Figura 51. Algoritm de diagnostic genetic pentru mutatii in gena CFTR, microdeletii Y si anomalii
cromozomiale la barbatii cu azoospermie

FSH - Hormonul Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant; 1 mérit; «— norma; | micsorat; TESE - Testicular

Sperm Extraction; microTESE - Microscopic testicular retrieval of sperm; FIV — Fertilizarea in vitro; CBAVD
- Congenital Bilateral Absence of the Vas Deferens; CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
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5. SINTEZA REZULTATELOR STUDIULUI

5.1. Sinteza rezultatelor studiului tendintei de modificare a parametrilor materialului
seminal

La nivel global nivelul, fertilitatii masculine este in scadere continua, iar Republica
Moldova se inscrie in tendintele europene generale. Studierea indicatorilor materialului seminal
permit descrierea amploarei fenomenului fertilitatii si sanatatii reproductive masculine. Conform
OMS, diagnosticul de infertilitate cu implicarea factorului masculin este stabilit atunci cand
rezultatele analizei repetate ale spermogramei sunt sub valorile normale stabilite de OMS [46].

Calitatea si cantitatea materialului seminal este utilizata ca factor indirect de apreciere a
potentialului de fertilitate masculind. Conform surselor de specialitate, analiza materialului
seminal raméne cea mai utila si fundamentald investigatie, care are o sensibilitate de 89,6% si
permite sa detecteze 9 din 10 barbati cu o problema autentica de infertilitate [32]. De asemenea,
este consideratd o metoda de laborator fundamentala in evaluarea partenerului infertil si ajutd la
definirea gradului de severitate a infertilitatii masculine [117, 158]. Evaluarea parametrilor
spermei la barbati este foarte importanta pentru cuplurile care intdmpina dificultati in concepere,
deoarece in functie de rezultatele valorilor spermogramei se poate confirma s-au exclude la prima
etapa factorul masculin, care influenteaza fertilitatea, oferind informatii de prognostic si
identificand oportunitati pentru interventii terapeutice. De asemenea, importanta acestei evaludri
este argumentata si la nivel populational, pentru a identifica posibilele diferente temporale sau
geografice in fertilitatea masculina [159]. Spermograma este un test care evalueaza formarea si
maturitatea spermei, ceea ce oferd o perspectiva nu numai asupra productiei de sperma (volum),
dar si a calitatii spermei (motilitate, morfologie a spermatozoizilor). La fel, ea oferd informatii
despre starea functionald a tubilor seminiferi, epididimului si glandelor sexuale accesorii, iar
rezultatele sunt adesea luate ca o masura surogat a capacitatii unui barbat de a obtine o sarcina in
cuplu. Evaluarea potentialului de fertilitate masculind prin analiza spermogramei ramane, n
continuare, un instrument clinic de baza [32, 38, 46, 47, 117].

Pe parcursul mai multor ani, Departamentul de reproducere al OMS a revizuit si actualizat
valorile de referintd ale spermogramei. Ultima versiune din anul 2010 include intervale de
referinte, semnificativ, mai mici, comparativ cu recomandarile precedente din 1980, 1987, 1992 si
1999. Cu toate cd, OMS a scazut treptat valorile de referintd pentru evaluarea parametrilor
materialului seminal, rezultatele multiplelor studii efectuate in diferite regiuni geografice n

ultimele decenii demonstreaza scaderea continua a fertilitatii masculine [46, 117, 160]. Mai mult,
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scaderea calitatii spermei si a sdnatatii reproductive masculine a fost descrisad recent ca o criza
globala [161].

Pe parcursul anilor, au fost publicate numeroase studii, in care analiza materialului seminal
a servit un instrument cheie, pentru evaluarea tendintei in infertilitatea masculina [46, 162, 163].
Analiza datelor din literaturad indica faptul ca calitatea si cantitatea materialului seminal este in
continud descrestere, ceea ce scoate In lumind un fenomen alarmant de scadere a fertilitatii
masculine. Acest lucru a fost demonstrat in mai multe studii din multiple regiuni ale lumii, care
vin sd argumenteze ca sanatatea reproductiva a barbatilor e intr-un declin rapid in ultimii ani, cu
unele variatii in unele regiuni geografice [46, 117, 164-166]. De exemplu, un studiu realizat in
regiunea din Finlanda in perioada anilor 1998 pana in 2006, a constatat o scadere in calitatea
materialului seminal in populatia generala [167]. Un alt studiu realizat in Tunisia de Sud, pe o
perioada de 12 ani pe un esantion de 2940 de barbati in relatiile infertile a concluzionat, de
asemenea, declinul calitatii materialului seminal [168]. Tn completare, un amplu studiu efectuat in
Franta intre anii 1988 si 2007, in cadrul Laboratorului de Biologie al Reproducerii al Spitalului
Universitar din Marsilia, care a inclus analiza materialului seminal a 10.932 de parteneri barbati ai
cuplurilor infertile a concluzionat ca intreaga populatie a demonstrat tendintele in scadere ale
concentratiei de sperma (1,5% pe an), numarului total de spermatozoizi (1,6% pe an), motilitatii
totale (0,4% pe an), motilitatii rapide (5,5% pe an) si morfologiei normale (2,2% pe an) [164].

Rezultatele analizei parametrilor spermogramei (n=5767) sunt similare cu alte studii de
specialitate si ne releva ca cantitatea si calitatea materialului seminal a scazut, semnificativ, in
perioada de studiu 2012-2020 [117]. Trendul de scadere a fost, semnificativ, pentru toti parametrii
materialului seminal: volum (1% pe an); concentratia spermatozoizilor (3,2% pe an); numarul total
de spermatozoizi (3,8% pe an); mobilitatea progresiva (1,9% pe an); concentratia de spermatozoizi
mobili (3,6% pe an); numarul total de spermatozoizi mobili (4,7% pe an); concentratia
spermatozoizilor functionali (3,9% pe an); numarul total de spermatozoizi functionali (5,2% pe
an); forme normale (1,8% pe an) si vitalitate (3,8% pe an).

Varsta medie a barbatilor la momentul realizarii spermogramei n perioada 2012 - 2020,
pe intregul esantionul (n=5767) a fost de 37,4 £6,3 ani, (Il 95%: 37,3— 37,6; mediana: 37). Se
observa o crestere a adresabilitatii pacientilor mai tineri, astfel, Tn anul 2012, media varstei s-a
nregistrat de 41,4 + 5,5 ani, (1T 95%: 40,6— 41,0; mediana: 41), iar anul 2020, ajunge de 33,5 +5,5

ani (IT 95%: 33,0- 34,0; mediana: 33), rata medie de descrestere anuali a mediei fiind de 2,1%
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Din intregul esantion al spermogramelor analizate (n=5767), rezultatele spermogramei cu
parametrii in limitele normale (normozoospermie) este de 29,2% (n=1685).

Rezultatele evaluarii tendintei parametrilor materialului seminal cu normozoospermie
(n=1685) arata ca cantitatea si calitatea materialului seminal scade in perioada de studiu.
Tendintele de scadere au fost semnificative pentru toti parametrii spermogramei cu exceptia unui
singur pentru viabilitate: volumul de material seminal (de la 3,2 + 1,2 ml pana la 2,9 + 0,9 ml,
0,05ml / 1,04% pe an); concentratia spermatozoizilor (74,3 + 23,1 min/ml pana la 64,7 + 16,8
min/ml, 1,14 min/ml / 1,4% pe an); numarul total de spermatozoizi (234,2 + 113,0 mln pana la
183,5 + 71,3 min, 6,6 min / 2,4% pe an); mobilitatea progresiva (50,4 £ 7,9% pana la 47,1 £5,7
%, 0,4% / 0,7% pe an); concentratia de spermatozoizi mobili (40,6 + 21,3 mIn/ml pana la 34,3
+22,5 mln/ml, 0,7 mln/m / 1,7 % pe an); numarul total de spermatozoizi mobili (124,6 £73,1 min
pana la 88,6 +41,7 mln, 4,6 min / 3,2% pe an); concentratia spermatozoizilor functionali (24,0 +
14,3 mIn/ml pana la 17,9 + 11,9 mln/ml, 0,6 mln/ml / 2,8% pe an); numarul total de spermatozoizi
functionali (74,7 £+ 53,6 mln pana la 47,8 + 28,3 mln, 3,4 min / 4,0% pe an); indexul mobilitatii
(202,5 £ 62,6 pana la 176,1 + 45,5, 3,1 / 1,4% pe an) si forme normale (34,2 + 6,3% pana la 31,5
* 4,4%, 0,3% / 0,8% pe an).

Tn anii 2012-2020, din numarul total (n=5767) de spermograme analizate, 29,2% (n=1685)
au prezentat valori normale ale materialului seminal - normozoospermie si 70,8% (n=4082)
tulburdri de spermatogeneza. Cea mai frecventa anomalie a spermatogenezei a fost inregistrata
astenozoospermia in 35% (n=2016), urmata de oligozoospermia in 27,8% (n=1606), azoospermia
3,9% (n=224), oligoastenozoospermia 2,5% (n=143) si oligoastenoteratozoospermia 1,6% (n=93).

Normozoospermia, n anul 2012, a fost de 46,5% si in anul 2020, ajunge la 14,5%, (scade
cu 7,6% pe an). Astenozoospermia a fost depistata in anul 2012, n 21,5% si anul 2020, Tn 47,2%,
(crestere cu 13,2% pe an). Oligozoospermia observam crestere de-a lungul anilor de studiu, de la
21% pana la 30,9%, (creste cu 5,2%), inclusiv si oligoastenozoospermia de la 2,4% pana la 2,6%
si oligoastenoteratozoospermia de la 1,5 pana la 1,6%.

Reprezentarea indicatorilor calitativi si cantitativi a materialului seminal prin regresie la
un numar semnificativ de (n=5767) spermograme demostreaza prezenta problemelor de
deteriorare a sanatatii reproductive masculine. Datele prezentate sunt indicatori substantiali, ce pot
servi ca dovezi argumentate pentru autoritatile de sanatate sa ia decizii in cunostinta de cauza, de

a se concentra pe programul de management si prevenire a infertilitatii masculine.
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5.2. Sinteza rezultatelor studiului variatiilor genetice la barbatii cu azoospermie

Cea mai severa forma de infertilitate masculina este azoospermia, care reprezinta lipsa
totald a spermatozoizilor din lichidul seminal recoltat sau ejaculat. Azoospermia este identificata
la 1% din populatia masculind, in timp ce frecventa azoospermiei in populatia barbatilor infertili
variaza de la 10 pana la 15% [14].

Anterior, barbatii cu azoospermie au fost clasificati in categoria cu infertilitate ireversibila,
si utilizarea unui donator de spermatozoizi a fost consideratd una dintre cele mai bune optiuni de
concepere. In prezent, datorita tehnicilor avansate de reproducere asistata, cum ar fi ICSI, TESE
s1 microTESE, barbatii cu azoospermia chiar si cu cea mai severa forma de infertilitate pot avea
proprii copii biologici [26].

Varsta medie a barbatilor azoospermici ce se confrunta cu infertilitatea in cuplu pe intregul
esantion (n=96) a fost de 33,8 #5,3 ani, (IT 95%: 32,7 — 34,9; mediana: 33,0). Media istoriei
infertilitdtii la Intregul esantion a fost de 6,5 +4,6 ani, (Ii 95%: 5,6 —7,5). Media de varsta la care
s-a diagnosticat infertilitatea pe tot esantionul este de 27,3 £3,8 ani, (Ii 95%: 26,5 — 28,0). Acest
fapt fiind si unul evident explicat prin faptul ca la aceastd varstd cuplurile mai frecvent planifica
sd conceapa copii.

Barbatii cu azoospermie prezinta cel mai mare risc a fi purtatori a unor anomalii genetice
(25%). n studiul actual, in urma investigatiilor molecular genetice si citogenetice ale (n=96),
pacienti cu azoospermie in 36,5% (n=35) au fost diagnosticati cu variatii genetice (sublot 1) si in
63,5% (n=61) nu s-au diagnosticat cu variatii genetice (sublot 2). Tn 43,8% (n=28) au fost
diagnosticati pacientii cu variatii genetice la varsta de 30 - 39 ani, urmata grupul de varsta >40 ani
in care ponderea acestora a fost de 30,0% (n=3) si 19 — 29 ani de 18,2% (n=4) (Tabelul 13).
Majoritatea pacientilor in 73,8% (n=31) au fost diagnosticati cu variatii genetice la o varsta tardiva
>30 ani, ce descriu anumite lacune ale sistemului medical. Evident ca, motivele diagnosticarii
tardive a pacientilor cu variatii genetice sunt multiple, cum ar fi: particularitatilor lotului de
cercetare, lipsa adresabilitatii pacientilor, lipsa indreptarii pacientilor la consultul medico-genetic,
lipsa lucrului in echipe multidisciplinare etc.

In epoca tehnologiilor de reproducere asistatd, in care sunt eliminate barierele naturale
pentru fertilizarea ovulelor, definirea defectului genetic care std la baza infertilitatii are si mai
multd relevanta decat inaintea aplicarii acestor tehnologii. Reiesind din cele mentionate,
diagnosticarea unei cauze genetice de infertilitate are o semnificatie clinicd evidenta, deoarece ar
putea avea implicatii asupra sanatatii reproductive si a sanatatii generale a pacientului si a copiilor

[

salr.
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Determinarea cauzei infertilitdtii masculine cu azoospermie poate fi realizatd prin
examenul citogenetic si molecular genetic. Dintre multiplele cauze genetice implicate in
azoospermie unele din cele mai relevante clinic, sunt anomaliile cromozomiale, microdeletiile
cromozomului Y si mutatiile genei CFTR.

Prevalenta variatiilor cromozomiale a fost raportatd intre 15% si 25% la barbatii cu
azoospermie [52]. Conform examenului citogenetic, in studiul actual, din numarul total de (n=96)
barbati infertili cu azoospermie 75% (n=72) au prezentat cariotip normal 46,XY si 25% (IT 95%:
24,1 — 25,9), (n=24) au prezentat variatii de numar sau structura a cromozomilor (Tabelul 30).

De mentionat faptul, ca rezultatele obtinute sunt comparabile cu alte studii de specialitate
din regiunile apropiate ale Republicii Moldova cum ar fi: Bulgaria 20,7% (19,3 — 22,1); Romania
30,0% (1T 95%: 29,1 —30,9); Turcia 19,2% (18,2 — 20,2); Ucraina 35,0% (1T 95%: 32,7 — 37,3) etc.
(Tabelul 44, Figura 52).

Tabelul 44. Prevalenta anomaliilor cromozomiale identificate la pacientii cu azoospermie din lotul
cercetat comparativ cu alte studii similare

Azoospermie Anomalii <
Autori Regiune perm cromozomiale % [1195%]
nr. cazuri ;
nr. cazuri

Al i R li

cest studiu epublica 9% 24 250 (24,1 259]

Moldova

E’ég;’ LY et. al (2013) Ucraina 40 14 35,0 [32,7-37.3]
[Dl%a]‘ Mirela et al. 2014 Romania 100 30 30,0 [29,1—30,9]
Kovachva Katya et al. .
2018 [171] Bulgaria 58 12 20,7 [19,3-22,1]
Orsolya Bellovits et al. .
2006 [172] Ungaria 71 6 8,0 [7-9,2]
Elsbeth Dul et al. 2012
[173] Olanda 79 12 15,2 [14,3 - 16,1]
Fs?]' Donker et al. 2017 )-nda 1663 240 145 [14,4 - 14,5]
[F:;t]oruso O. et al 2009 iia 55 6 10,5 [9,8 - 12,0]
Mushtak T. S. Al-Ougqaili et .
al. 2020 [174] Turcia 78 15 19,2 [18,2 - 20,2]
Kosar PA et al. (2010) .
[175] Turcia (sud) 92 5 54 [5,0-5,9]
E(l";sg]'”e Naasse et al. 2015y 1-roc 444 58 13,1 [12,9 - 13,2]
Fu Lietal. 2012 [177] China 945 139 14,7 [14,6 — 14,8]
Alexander N. Yatsenko et USA
al 2009 [178] Texas 264 3 133 [13,0-13,9]
Fernanda A et al. 2011 -
[179] Brazilia 43 5 11,6 [10,2 - 13,1]
K Lakshmi Raol et al. 2005 india 979 30 1 [10.8 - 11.3]

[180]
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Figura 52. Forest plot pentru prevalenta anomaliilor cromozomiale la pacientii azoospermici
cercetati comparativ cu alte studii similare
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Anomaliile cromozomiale de numar ale cromozomilor sexuali sunt cele mai frecvente,
dintre care cea mai frecventda anomalie cromozomiald este Sindromul Klinefelter, diagnosticata in
10 — 15% [60], acest fenomen se observa si in cercetarea actuald. Prevalenta anomaliilor
cromozomilor sexuali este de 16,7% (n=16) si 8,3% (n=8) anomalii autozomale. Cea mai frecventa
anomalie gonozomala este disomia X, Sindromul Klineflter de 11,5% (n=11) din lotul total (n=96)
al barbatilor azoospermice. Rezultatele cercetarii sunt comparabile cu sursele bibliografice, care
raporteaza aceeasi frecventa inalta a SK printre barbatii azoospermici de 10-15%. Conform
rezultatelor citogenetice, cea mai frecventa varianta cromozomiala diagnosticatd la pacientii Cu
SK a fost forma omogena a trisomiei 47,XXY (10 cazuri — 90,9%), urmata de forma mozaica
aceleasi forme clasice 47,XXY/46,XY (1 caz —9,1%). Varsta medie a pacientilor cu SK a fost de
35,5 +4,9 ani (IT 95%: 32,3 38,8; mediana: 35,0). Media infertilitatii acestora a fost de 6,3 +3,1
ani (1T 95%: 4,2— 8,3; mediana: 6,0). Diagnosticarea pacientilor la varsta postpubertara este cea
mai frecventa descrisd in sursele de specialitate atunci cind manifestdrile clinice ginecomastia,
hipogonadismul si, respectiv, infertilitatea devin evidente [50, 118]. In cercetarea actuala,
ginecomastia este prezentd in 90,9% (n=10), hipogonadismul in 81,8% (n=9), constitutia
hiperstenica in 72,7% (n=8). Valoarea medie a nivelului hormonului FSH pentru pacientii cu SK
este de 20,2 +8,7 mlU/ml, (IT 95%: 14,3-26,1; mediana 19,2) mult mai mare comparativ cu
pacientii cu cariotip normal de 7,7+7,3 mlIU/ml, (Ii 95%: 5,9-9,4; mediana 4,7): (F=26,499;
p=0,000). Media totala a nivelului hormonului LH la pacientii cu SK a inregistrat valoarea de 19,5

+7,3 mlU/ml, (1T 95%: 14,6-24,4; mediana 21,5, la fel, mult mai mare comparativ cu pacientii cu
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cariotip normal 7,2 5,3 mlU/ml, (IT 95%: 5,9-8,5; mediana 5,0): (F= 45,297; p=0,000). Valoarea
medie a nivelului de testosteron la pacientii SK este egald cu 3,4 +1,1 ng/ml, (Il 95%: 2,7-4,1;
mediana 3,2), iar la pacientii 46,XY— 3,0 +1,3 ng/ml; (1T 95%: 2,7-3,3; mediana 3,0). Se observa
ca media pentru testosteronul liber la pacientii SK este mai joasd comparativ cu pacientii ce
prezinti cariotip normal. Media testosteron liber la pacientii SK fiind de 7,1 +6,8 ng/ml, (Il 95%:
1,4-15,6; mediana 2,8), iar la 46,XY— 13,8 8,6 ng/ml; (IT 95%: 9,7-18,0; mediana 14,0).

Alte anomalii gonozomale identificate din lotul total (n=96) al barbatilor azoospermici a
fost disomia Y, 47, XYY — Sindromul Yacobs, cu o frecventa de 1,04%, acest sindrom este, relativ,
frecvent la 1 din 1000 de nou nascuti de sex masculin. La un (1,04%) barbat a fost identificat
cariotipul 46,XX — inversia de sex la barbat XX sau sindromul de la Chapelle, frecventa barbatilor
XX in populatia generald fiiind foarte rara (1 din 20.000). La 1 pacient a fost identificat mozaicul
45,X/46,XY - disgenezia gonadica mixta ce se intdlneste rar cu o frecventa de 1/15.000 nou
nascuti. Variatii structurale microscopice ale cromozomului Y au fost identificate la 2 pacienti, la
un pacient cariotipul 46,X,del(Y)(q11.21) si un caz cariotipul 46,XYgh+(Y > 18).

Cele mai frecvente anomalii cromozomiale autozomale depistate au fost rearanjamentele
cromozomiale echilibrate in 5 cazuri. Translocatiile sunt cele mai frecvente anomalii
cromozomiale echilibrate, in studiul curent au fost depistate n 3,1% (n=3) din lotul total (n=96).
Translocatiile pot fi de douad tipuri: reciproce si robertsoniene. Translocatiile reciproce au fost
depistate In 2,1% (n=2) cazuri - 46,XY,t(1;19)(q23.2;q13.4) si 46,XY,der(5),t(9;5), si
robertsoniene 1 caz - 45,XY,rob(13;14)(q10;910). Inversiile sunt cele mai frecvente rearanjamente
cromozomiale echilibrate dupa translocatii. Acest fapt se atesta si in studiul actual, s-au identificat
n 2,1% (n=2) cazuri - 46,XY,inv(9)(p11q12) si 46,XY,inv(9)(p13g21).

Au fost identificate polmorfisme cromozomiale ale cromozomilor autozomi in 2,1% (n=2)
cazuri - 46,XY,15ps+ si 46,XY,22ps+, si un caz a fost identifiat cu situs fragil 46,XY,fra(17)(p12)
din 96 barbati cu azoospermie.

Microdeletiile, Tn cadrul regiunii AZF, sunt depistate in, aproximativ, 10-18% de barbati
cu azoospermie. Frecventa microdeletiilor cromozomului Y sunt, frecvent, diagnosticate intr-un
procent variabil in infertilitatea masculind, in diferite populatii geografice de la 1% péana la 55%.
Prevalenta microdeletiilor Y in regiunea AZF identificata in acest studiu a fost de 10,4% in randul
pacientilor azoospermici (n=96). Aceasta frecventd este similara cu cea raportata la pacientii din
USA (10,4%), Japonia (11,1%) si China (11,7%), fiind mai micd comparativ cu pacientii din
Turcia (32,0%), India (26,9), Coreea de Sud (13,9%). Frecvente mai joase au fost raportate in
Romania (3%), Brazilia (6,9%) si Slovacia (8,6%) (Tabelul 45, Figura 53). Frecventele

microdeletiilor Y variaza de la un studiu la altul datoritd mai multor factori precum dimensiunii
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esantioanelor, criteriilor selective de includere a subiectilor, numarului de markerii STS utilizati,
diferitor regiuni geografice, factori de mediu, ocupationali expunerile si/sau etnia populatiei

studiate [137].

Tabelul 45. Prevalenta microdeletiilor cromozomului Y in acest studiu comparativ cu alte studii

similare
Azoospermie Microdeletii
) . . )
Autori Regiune nr. cazuri ale crs.\( % [1 95%]
nr. cazuri
Acest studiu Republica 96 10 10.4 [9.8—11,0]
Moldova

Dana Mirela et al 2014 A

[170] Romaénia 67 2 3 [2,5-3,5]

Kovacheva Katya et al. .

2018 [171] Bulgaria 63 6 9,5 [8,6 —10,4]

[th]oruso O et al. 2009 yjp 55 7 12,7 [11,5-13,9]

glf]erto Ferlin et al 2007 Italia 625 52 8.3 8,2 8,4]
Peterlin B et al. 2002 [181] Slovacia 92 8 8,6 [8,1-9,3]
Mushtak T. S. Al-Ouqaili et .

al. 2020 [174] Turcia 78 25 32,0 [30,9-33,2]
[ngzr?" Dutta et al. 2021 g 63 17 26,9 [25,6 - 28,4]
Shin Young Kimetal. 2017  Coreea de

[183] sud 765 107 13,9 [13,9 - 14,1]

Fu Lietal 2012 [177] China 945 111 11,7 [11,7-11,8]

Ishikawa T etal 2022 [184]  Japonia 1373 152 11,1 [11,0-11,1]

Stahl PJ et al. 2010 [109] USA 1153 120 10,4% [10,4 —10,5]

Fernanda A et al. 2011 Brazilia 43 3 6.9% 5,8 -8,1]

[179]

Republica Moldova § Fo §
Romania (2014) . | |
Bulgaria (2018) 3 o §

Italia (2010) § e §
Italia (2007) § o | §
Slovacia (2002) § o 3
Turcia (2020) e
India (2021) } } : 3 e |
Coreea de Sud (2017) § | ° 3 | |
China (2012) i e : |
Japonia (2022) : . |
USA (2010) § . §
Brazilia (2011) e 3
5 10 15 20 25 30 35

Figura 53. Forest plot pentru prevalenta microdeletiilor cromozomului Y in acest studiu comparativ
cu alte studii similare
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Microdeletiile genelor din aceste regiuni pot duce la esec spermatogen de diferite grade,
cum ar fi o absenta totala de spermatogeneza numita ,,Sindromul Celulelor Sertoli” (SCO) sau o
oprire de maturizare a spermatogenezei, ce influenteaza prognosticul pentru recuperarea
spermatozoizilor prin tehnicile de reproducere asistata.

Tn cazurile barbatilor cu microdeletii Y in regiunea AZFc, este necesara ICSI pentru a le
depasi infertilitatea, deoarece toti spermatozoizii de la barbatii cu deletii Y prezinta aceeasi
microdeletie, descendentii de sex masculin ICSI ai barbatilor cu microdeletii Y (AZFc) vor
mosteni, de asemenea, deletia si vor prezenta infertilitate la varsta adulta.

Dintre numarul total al pacientilor cu azoospemie (n=96) deletia regiunii AZFc a fost
identificatad In 5,2% (5/96), urmatd de AZFb, 2,08% (2/96), AZFbc, 2,08% (2/96), AZFabc, 1,0%
(1/96).

Totii pacientii 3,1% (n=3) cu mutatii in gena CFTR, au fost depistati ca purtatori ai mutatii
in gena AF508. Media cea mai mica a volumului si pH-ului a fost identificata la pacientii cu mutatii
in gena CFTR, ceea ce indicd cd volumul si pH-ul materialului seminal sunt importante pentru
stabilirea diagnosticului diferential al cauzei azoospermiei. La pacientii azoospermici cu probe de
volum redus cuplate concomitent cu pH acid, diagnosticul diferential este CBAVD fiind asociat
cu mutatia in gena CFTR, si astfel, toti pacienti cu azoospermie, in special, cu volumul < 1,5 ml
si pH < 7,2 trebuie sa fie investigati pentru mutatiile genei CFTR. Tn studiul actual, prezenta
congenitala bilaterald a canalului deferent nu se palpeaza la toti pacientii cu mutatii in gena CFTR,
(x2=35,0; gl=2; p=0,000).

Detectarea unui cariotip anormal si a diferitor mutatii genice este foarte importanta pentru
o consiliere geneticd complexa si eficientd, care sa includd toate informatiile despre tipul
individual de anomalie/polimorfism cromozomial, relevanta sa clinicd, posibild mostenire, riscul

Consultul medico — genetic ghideaza cuplurile infertile sa ia decizii informate atunci cand
aleg pentru o reproducere asistatd medical. Prin urmare, screening-ul citogenetic si molecular
genetic continud sa ramana o buna practica pentru o diagnosticare, evaluare, prognostic adecvat,

si tratament reusit.
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CONCLUZII GENERALE

1. Studiul parametrilor materialului seminal prin evaluarea a 5676 spermograme, pe perioada
anilor 2012-2020, a demonstrat un declin, semnificativ, statistic (p < 0,05) pentru toti indicatorii
calitativi si cantitativi a Spermogramei; o descrestere a normozoospermiei cu 7,6% pe an; o
crestere a oligozoospermiei cu 5,2%, astenozoospermiei cu 13,7% si oligoastenozoospermiei cu
1,0% pe an; o adresabilitate sporita a pacientilor tineri (in 2012 — media vérstei a fost 41,4 £ 5,5
ani, iar in anul 2020, a fost 33,5 5,5 ani); ceea ce ar reprezenta indirect o regresie a sanatatii
reproductive masculine.

2. Varsta medie a barbatilor cu azoospermie, pe intregul esantion (n=96), a fost de 33,8 £5,3
ani, (IT95%: 32,7 — 34,9; mediana: 33,0), media istoriei infertilitatii de 6,5 +4,6 ani, (Il 95%: 5,6
—1.5).

3. Investigatiile citogenetice realizate la pacientii cu azoospermie (n=96) au identificat
variatii ale cariotipului in 25,0% cazuri, dintre care cu anomalii ale cromozomilor sexuali 16,7%:
47,XXY — sindromul Klinefelter (11,5%); variatii structurale microscopice ale cromozomului Y
(2,1%); cate un caz 47,XYY — Sindromul Yacobs; 46,XX, barbat — inversie de sex, 45,X/46,XY
- disgenezia gonadica mixta: si cu anomalii ale cromozomilor autozomi in 8,3%: translocatii —
(3,1%); inversii — (2,1%), polimorfisme cromozomiale — (2,1%) si un caz cu 46,XY ,fra(17)(p12).

4. Evaluarea regiunii AZF a cromozomului Y, prin tehnica multiplex PCR la pacientii cu
azoospermie (n=96), a identificat deletii in regiunea AZF in 10,4% de cazuri: deletia regiunii
AZFc (5,2%); AZFb (2,08%), AZFbc (2,08%), AZFabc (1,0%).

5. Evaluarea mutatiilor genei CFTR (delF508 si G542X) prin testul PCR la pacientii cu
azoospermie (n=96) a identificat mutatie heterozigota N/AF508 in 3,1% cazuri, iar testarea
partenerelor la aceleasi mutatii CFTR a identificat statut de homozigot sanatos.

6. Corelarea particularitatilor fenotipice ale pacientilor cu azoospermie (n=96) cu rezultatele
testelor genetice evidentiaza: la pacientii cu mutatii in gena CFTR s-au inregistrat valori <1,5 ml
ale volumului si valori < 7,2 ale pH-ul materialului seminal, comparativ cu pacientii cu cariotip
anormal sau deletii AZF; la subiectii cu cariotip anormal s-au depistat valori inalte ale FSH, LH
versus pacientii cu deletii AZF sau mutatii in gena CFTR; la barbatii cu aneuploidii ale
cromozomului X s-au inregistrat hipogonadismul si ginecomastia; pacientii cu mutatii in gena

CFTR au prezentat CBAVD.
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7. Consultul si sfatul genetic a cuplului infertil oferd posibilitatea confirmarii diagnosticului

clinic, elucidarea cauzei infertilitatii, evaluarea riscului de transmitere a anomaliilor genetice la

descendenti, alegerea unei strategii diagnostic-terapeutice reproductive personalizate.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Evaluarea simultand a partenerului feminin si masculin in cuplurile ce se confrunta cu

infertilitatea.

2. Abordarea complexa clinica, paraclinica si genetica a cuplurilor infertile datorate azoospermiei

in cadrul unor echipe multidisciplinare ce includ specialisti din domeniul andrologiei, urologiei,

medicinei reproductive, psihologiei si geneticii.

3. Abordarea personalizata a pacientului cu azoospermie in scopul elucidarii cauzei infertilitatii,

evaluarii riscului genetic Tn cazul asocierii variatiilor genetice si selectarii corecte a optiunilor in

tratamentul de reproducere asistata.

4. Pacientii cu azoospermie ce prezinta:

volumul ejaculatului < 1,5 ml, pH-ul < 7,2 si valori normale de FSH, necesita a fi testati
pentru mutatiile genei CFTR;

volumul ejaculatului > 1,5 ml si pH-ul > 7,2 si valori normale de FSH, necesita a fi
investigati pentru deletiile in regiunea AZF;

volumul ejaculatului > sau < 1,5 ml si pH-ul > 7,2 s1 valori normale sau ridicate de FSH,

trebuie sa fie investigati citogenetic.

5. Indicatiile pentru TESE sau micro-TESE chirurgicala la pacientii azoospermici, necesita luate

n considerare n baza rezultatelor testelor citogenetice si molecular-genetice:

pacientilor cu anomalii cromozomiale de numar sau de structurd si pacientilor cu
microdeletii ale cromozomului Y - deletie AZFb si AZFc, se recomanda microTESE;
pacientilor cu mutatii in gena CFTR, se recomanda recuperarea spermatozoizilor prin
TESE;

pacientilor tineri cu sidromul Klinefelter, se recomanda microTESE si crioconservarea

spermatozoizilor.
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Anexa 1. Rezultatele volumului, pH, concentratiei si nr. total de spermatozoizi, perioada

anilor 2012-2020

Anul
2012 ‘ 2013 ‘ 2014 ‘ 2015 ‘ 2016 ‘ 2017 ‘ 2018 ‘ 2019 ‘ 2020 ‘ Total
Nr. Abs. 200 703 852 794 703 685 630 640 560 5767
Volum (ml) F=12,1; p=0,000 KW X?=73.4; gl=8; p=0,000
Media 3,0 3,2 2,9 2,8 2,8 2,9 2,8 2,8 2,7 2,9
Devierea Standard 1,2 1,3 1,2 11 1,1 11 1,1 1,0 1,0 1,1
IT 95%- 2,8 3,1 2,8 2,7 2,7 2,8 2,7 2,8 2,6 2,8
IT 95%+ 3,2 33 3,0 2,8 2,9 3,0 2,9 2,9 2,8 2,9
Mediana 3,0 3,2 2,9 2,8 2,8 2,8 2,8 2,9 2,7 2,9
Percentila 25 2,2 2,3 2,2 2,1 2,1 2,2 2,2 2,3 21 2,2
Percentila 75 3,7 3,8 3,5 3.4 3,5 3,5 3,5 3,5 34 3,5
pH F=10,8; p=0,000 KW X?=197,6; gl=8; p=0,000
Media 7,8 7,8 7,9 7,8 7,8 7,9 7,8 7,8 7,8 7,8
Devierea Standart 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
IT 95%- 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
IT 95%-+ 7,9 7,8 7,9 7,8 7,8 7,9 7,8 7.8 7,8 7.8
Mediana 7,8 7,8 7,9 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
Percentila 25 1,7 1,7 7,8 17,7 7,8 7,8 7,8 7,8 1,7 7,7
Percentila 75 8,0 79 8,0 7,9 7,9 8,0 7,9 79 7,8 79
Concentratia spermatozoizilor (mln/ml) F=23,0; p=0,000 KW X?=146,3; gl=8; p=0,000
Media 48,6 49,9 43,2 41,7 36,3 33,4 33,6 33,6 34,7 39,0
Devierea Standart 38,1 37,0 34,0 34,8 31,7 29,2 32,5 29,7 29,1 33,3
IT 95%- 43,3 47,2 40,9 39,2 33,9 31,2 31,1 31,3 32,3 38,2
IT 95%+ 53,9 52,7 45,5 44,1 38,6 35,5 36,2 35,9 37,1 39,9
Mediana 41,0 44,0 35,0 30,0 26,0 25,0 23,0 24,0 26,0 29,0
Percentila 25 12,5 17,0 13,0 11,0 9,0 9,0 8,0 9,0 11,0 11,0
Percentila 75 78,0 79,0 73,5 72,0 58,0 53,0 49,0 52,0 52,0 64,0
Nr. total de spermatozoizi (mln/ejaculat) F=28,6; p=0,000 KW X?=161,0; gl=8; p=0,000
Media 1425 1572 1251 1158 100,55 96,2 93,8 95,0 934 1121
Devierea Standart 1259 1339 1149 1136 97,8 95,5 96,4 95,7 88,1 109,3
IT 95%- 1249 1473 1174 1079 93,3 89,0 86,2 87,6 86,1 109,2
IT 95%+ 160,0 167,1 132,8 123,7 107,8 1033 101,3 1025 100,8 1149
Mediana 1105 125,4 87,5 77,9 67,5 62,1 59,5 64,0 66,5 74,5
Percentila 25 39,3 45,0 30,6 25,2 24,0 25,3 22,0 24,4 27,2 27,2
Percentila 75 231,6 2425 1984 1806 1552 1364 136,3 1395 136,2 168,0
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Anexa 2. Rezultatele mobilitatii spermatozoizilor pe perioada anilor 2012-2020

Anul
2012 ‘ 2013 ‘ 2014 ‘ 2015 ‘ 2016 ‘ 2017 ‘ 2018 ‘ 2019 ‘ 2020 ‘ Total
Nr. Abs. 200 703 852 794 703 685 630 640 560 5767

Mobilitatea progresiva (%) F=16,2; p=0,000 KW X?=124,4; gl=8; p=0,000

Media 35,3 36,3 32,9 32,2 30,0 28,6 28,1 28,6 29,4 31,1
Devierea Standart 20,2 19,5 19,1 18,9 17,8 16,9 17,8 17,0 16,7 18,3
IT 95%- 32,5 34,9 31,7 30,9 28,7 27,3 26,7 27,3 28,0 30,6
IT 95%+ 38,2 37,7 34,2 33,5 31,3 29,9 29,5 29,9 30,8 31,6
Mediana 39,0 39,0 35,0 33,0 30,0 28,0 26,0 27,5 28,0 32,0
Percentila 25 15,5 20,0 15,0 15,0 14,0 13,0 12,0 13,0 14,0 14,0
Percentila 75 52,0 52,0 49,0 49,0 45,0 43,0 42,0 43,0 43,0 46,0
Concentratia sperm. mobili (mln/ml) F=19,1; p=0,000 KW X?=131,5; gl=8; p=0,000

Media 25,2 24,8 20,6 19,9 16,8 14,6 15,4 14,6 16,6 18,4
Devierea Standart 27,5 24,7 21,8 22,9 21,1 18,5 21,5 18,6 23,1 22,1
IT 95%- 21,5 23,0 19,1 18,4 15,3 13,2 13,7 13,2 14,9 17,9
IT 95%+ 29,6 26,7 22,0 21,7 18,7 16,1 17,1 16,3 19,2 19,1
Mediana 15,9 17,6 12,6 9,5 7,8 7,2 5,8 6,7 7,8 8,9
Percentila 25 2,3 3,3 2,0 1,5 1,2 1,1 0,9 1,2 1,7 1,5
Percentila 75 40,5 40,5 36,4 35,2 28,0 22,3 21,5 22,3 24,2 30,7
Nr. total de sperm. mobili (mlIn/ejaculat) F=28,1; p=0,000 KW X?=152,0; gl=8; p=0,000

Media 70,3 77,8 58,6 54,9 44,8 40,5 41,0 40,7 40,3 51,3
Devierea Standart 77,1 84,7 68,1 68,3 58,4 54,4 58,4 56,2 52,4 65,7
IT 95%- 59,5 71,7 54,0 50,2 40,4 36,4 36,4 36,3 36,0 49,7
IT 95%-+ 81,0 84,5 63,2 59,8 49,1 44,6 45,6 45,1 44,7 53,1
Mediana 45,0 51,1 29,7 23,7 19,8 17,2 14,8 17,1 20,1 22,6
Percentila 25 6,4 9,3 4,5 3,4 3,2 3,3 2,7 3,4 3,7 3,7
Percentila 75 1216  120,3 94,2 88,7 68,3 57,9 53,7 56,0 58,1 78,4
Indexul mobilitatii F=22,5; p=0,000 KW X?=126,3; gl=8; p=0,000

Media 130,8 1350 117,6 113,8 1015 92,6 92,6 91,9 92,0 106,7
Devierea Standart 102,5 99,4 91,6 93,3 84,2 77,3 83,9 78,0 75,1 88,3
IT 95%- 116,5 1276 1114 107,3 95,3 86,8 86,0 85,8 85,8 104,4
IT 95%+ 1451 142,4 123,7 120,3 107,8 98,4 99,2 97,9 98,3 1089
Mediana 110 116 89,5 79 74 69 64 66,5 68 76
Percentila 25 33,5 51,0 37,5 34,0 35,0 32,0 26,0 32,0 33,0 34,0
Percentila 75 210 212 196 190 160 136 132 138 134 172
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Anexa 3. Rezultatele functionalitatii, viabilitatii si formelor normale ale spermatozoizilor,

anii 2012-2020

Anul
2012 ‘ 2013 ‘ 2014 ‘ 2015 ‘ 2016 ‘ 2017 ‘ 2018 ‘ 2019 ‘ 2020 ‘ Total
Nr. Abs. 200 703 852 794 703 685 630 640 560 5767

Concentratia sperm. functionali (mln/ml) F=19,7; p=0,000 KW X?=140,6; gl=8; p=0,000

Media 15,5 15,1 12,0 11,8 9,5 8,1 8,5 8,3 91 10,6
Devierea Standart 18,4 18,1 15,1 15,9 14,0 12,6 13,7 13,0 14,4 15,1
IT 95%- 12,9 13,8 11,0 10,7 8,4 7,1 7,4 7,2 7,9 10,2
IT 95%+ 18,1 16,4 13,0 13,0 10,5 9,0 9,6 9,3 10,3 11,0
Mediana 10,0 7,5 4,4 3,4 2,6 2,5 2,2 2,4 2,8 2,9
Percentila 25 12 1,6 1,3 1,1 1,0 0,9 0,8 0,9 1,1 1,0
Percentila 75 22,8 23,0 19,6 18,4 13,9 10,6 9,3 10,6 11,8 15,7
Nr. total de sperm. functionali (mln/ejaculat) F=25,7; p=0,000 KW X?=160,9; gl=8; p=0,000

Media 42,0 46,1 34,1 32,4 25,1 21,9 23,6 22,6 22,5 29,5
Devierea Standart 52,1 57,6 45,5 45,8 38,8 33,9 39,7 36,5 35,5 43,8
IT 95%- 34,7 42,1 31,0 29,2 22,2 19,4 20,5 19,8 19,5 28,4
1195%+ 49,3 50,9 37,1 35,8 28,0 24,5 26,7 25,4 25,4 30,7
Mediana 18,8 22,2 11,3 8,8 7,3 6,4 6,1 6,7 7,5 8,4
Percentila 25 3,8 4,6 3,0 2,5 2,2 2,4 1,9 2,3 2,5 2,6
Percentila 75 69,2 67,6 52,9 48,6 32,0 28,4 25,2 26,8 27,3 41,6
Forme normale (%) F=13,7; p=0,000 KW X?=124,6; gl=8; p=0,000

Media 24,6 25,2 23,1 22,8 21,6 20,6 20,2 20,3 20,7 22,0
Devierea Standart 14,0 13,0 12,4 12,2 11,6 10,8 11,8 11,2 10,8 12,0
IT 95%- 22,7 24,3 22,3 21,9 20,8 19,8 19,3 19,5 19,8 21,8
IT 95%+ 26,6 26,3 24,0 23,6 22,5 21,6 21,2 21,3 21,7 22,4
Mediana 25,0 26,0 22,0 20,0 19,0 19,0 19,0 19,0 19,0 20,0
Percentila 25 15,0 17,0 16,0 16,0 16,0 15,0 12,0 15,0 15,0 16,0
Percentila 75 35,0 35,0 34,0 33,0 30,0 28,0 27,0 28,0 28,0 32,0
Viabilitatea (%) F=48,7; p=0,000 KW X?=415,7; gl=8; p=0,000

Media 58 56 55 53 46 47 46 29 30 47
Devierea Standart 36 40 40 39 37 36 36 35 34 38
IT 95%- 53,5 53,3 52,3 50,4 43,5 44,3 43,5 26,7 26,7 45,7
IT 95%+ 63,5 59,2 57,6 55,8 49,0 49,6 49,1 32,2 32,4 47,7
Mediana 62 52 47 41 35 36 35 18 18 35
Percentila 25 27 20 19 17 16 18 16 0 0 14
Percentila 75 88 93 97 95 91 91 90 41 46 91
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Anexa 4. Rezultatele parametrilor materialului seminal intre perioade agregate

Parametrii Anii 2012-2015 2016-2020 Total
spermogramei N=2549 n=3218 N=5767 Fip
Media £ DS 30 +£1.2 28+1,0 29+11
Volum i) 1T 95% 2,9-3,0 2,8-28 2,8-29 F=257:
Mediana 2,9 2,8 2,9 p = 0,000
Percentila 25-75 2,2-3,6 2,2-35 2,2-35
Media + DS 450+ 35,6 34,3+ 30,5 39,0+ 33,3
Concentrafia IT 95% 43,6 - 46,4 33,3-354 38,2-39,9 F=150.1:
spermatozoizi . — 0000
(mln/ml) Mediana 37 25 29 p y
Percentila 25-75 14 -76 9-53 11 -64
Media £ DS 132,4+122,0 96,0 + 95,0 112,1 +£109,3
Nr. total de 17 95% 127,7-137,1 92,7 - 99,2 109,2 - 114,9 F=162.8:
spermatozoizi . — 0,000
(mIn/ejacuIat) Mediana 96,1 63,8 74,5 p )
Percentila 25-75 32,4 -206,8 24,5 -140,0 27,2 -168,0
Media + DS 33,8+19,3 28,9+17,3 31,1+18,3
Mobilitatea 1T 95% 33,1-34,6 28,3-29,5 30,6 - 31,6 F=102,1;
progresiva (%) Mediana 36 28 32 p = 0,000
Percentila 25-75 16 — 50 13-43 14 - 46
Media £ DS 21,9+ 235 15,6 + 20,6 18,4+ 22,1
Concentratia sperm. 1T 95% 21,0-228 14,9 -16,3 17,8 -18,9 F=119,3;
mobili (mIn/ml) Mediana 12,9 7,2 8,9 p = 0,000
Percentila 25-75 2,3-38,0 1,1-23,7 1,5-30,7
Media + DS 63,7+ 74,4 41,5+ 56,1 51,3+ 65,7
Nr. total de sperm. | g5y, 60,8 - 66,5 39,6 - 43,5 49,6 - 53,0 F=165.6:
mobili . =0 OOO
(min/ejaculat) Mediana 334 17,3 22,6 p=0,
Percentila 25-75 5,2-103,3 3,1-59,4 3,7-78,4
Media + DS 13,1+ 16,5 8,7+135 10,6 + 15,1
Concentratia sperm.  |T 959 12,5 -13,7 82-9.1 10,2 -11,0 F=1245:
functionali . Lot
’ Mediana 4.8 2,5 2,9 p = 0,000
(min/ml)
Percentila 25-75 1,3-21,0 0,9-11,5 1,0-15,7
Media + DS 37,5+50,1 23,2+ 37,0 29,5+438
Nr. total de sperm. |7 9504, 35,5-39,4 21,9-245 28,4 - 30,6 F—155 5
functionali . -0 0’00
(mIn/ejacuIat) Mediana 13,3 6,7 8,4 p=20,
Percentila 25-75 3,3-56,6 2,3-28,0 2,6-416
Media + DS 122,2 £ 95,6 94,3+ 80,0 106,7 + 88,3
e 171 95% 118,5-126,0 915-97,1 104,4 - 108,9 E=146.0:
Indexul mobilitatii . — 000
Mediana 95 69 76 p = 0,000
Percentila 25-75 40 —-200 32-140 34-172
Media + DS 23,7+12,7 20,7+11,3 220+12,0
1T 95% 23,2-24,2 20,3-21,1 21,7-22,3 F=146 0:
Forme normale (%) . A
Mediana 22 19 20 p = 0,000
Percentila 25-75 16 - 34 15-29 16 - 32
Media + DS 55,0 + 39,2 40,1 + 36,5 46,7 - 38,4
IT 95% 53,5 - 56,5 38,9-414 457 - 47,7 = .
Viabilitatea (%) 7 F=221,1;
Mediana 49,0 31,0 35,0 p = 0,000
Percentila 25-75 19 -95 11,0 -57,0 14-91
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Anexa 5. Evaluarea indicatorilor spermogramelor cu normozoospermie in perioada anilor

2012-2020
Anul

2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | Total

Nr.abs 93 297 321 275 182 175 162 99 81| 1685
Volum (ml) F=5,1; p=0.000 KW X2=28.8; gl=8; p=0.001
Media 3,2 3.4 3,1 2,9 3,0 3,0 2,9 3,1 29 3,1
Devierea Standart 1,2 1,3 1,0 1,0 0,9 1,0 0,8 0,8 0,9 1,0
IT 95- 3,0 3,2 3,0 2,8 29 2,9 2,8 2,9 2,7 3,0
IT 95+ 3,4 3,5 3,2 3,0 3,1 3,2 3,0 3,2 3,1 3,1
Mediana 3,2 3,3 2,9 29 3,1 2,9 2,9 3,0 2,8 3,0
Percentila 25 2,3 2,5 2,3 2,2 2,3 2,2 2,3 2,5 2,2 2,3
Percentila 75 3,8 3,8 3,5 3,5 3,5 3,5 35 3,6 3,5 3,5
pH F=8,3; p=0.000 KW X2=117,7; gl=8; p=0.001
Media 7,82 7,75 7,84 7,77 7,79 7,85 7,83 7,80 7,76 7,80
Devierea Standart 0,20 0,24 0,22 0,19 0,16 0,12 0,14 0,17 0,15 0,19
T 95- 7,78 7,72 7,82 7,75 7,76 7,84 7,81 7,76 7,73 7,79
IT 95+ 7,86 7,78 7,87 7,80 7,81 7,87 7,85 7,83 7,79 7,81
Mediana 7,8 7,7 7,9 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
Percentila 25 1,7 7,6 7,8 1,7 1,7 7,8 7,8 7,8 1,7 7,7
Percentila 75 79 79 8,0 7,9 7,9 8,0 7,9 79 7,8 79
Concentratia spermatozoizilor (mln/ml) F=6,3; p=0.000 KW X2=52,8; gl=8; p=0.000
Media 74,3 80,1 75,4 78,6 75,3 71,5 77,1 71,2 64,7 75,7
Devierea Standart 23,1 255 18,9 21,0 20,3 18,7 23,5 22,7 16,8 21,8
T 95- 69,6 77,2 73,3 76,1 72,4 68,7 73,5 66,7 61,0 74,6
IT 95+ 79,1 83,0 77,5 81,1 78,3 74,3 80,7 75,7 68,4 76,7
Mediana 76 78 77 78 76 69 78,5 68 62 76
Percentila 25 56 58 61 63 61 57 57 54 50 58
Percentila 75 86 94 86 91 85 83 90 80 76 87
Nr. total de spermatozoizi (min/ejaculat) F=7,6; p=0.000 KW X2=46,6; gl=8; p=0.000
Media 2342 262,1 227,7 2296 222,1 2172 221,8 2162 1835 2294
Devierea Standart ~ 113,0  120,7 89,6 92,0 78,5 88,6 86,0 84,6 71,3 96,6
T 95- 2109 2483 217,8 218,7 210,7 204,00 2084 1993 167,8 224,7
IT 95+ 2574 2759 2375 2405 2336 2305 2351 2330 1993 2340
Mediana 2370 2479 2150 2196 2135 197,6 209,0 197,0 1750 2150
Percentila 25 1394 1764 162,0 1540 166,6 1530 1541 1550 136,0 157,7
Percentila 75 3106 3276 2790 2905 2662 2745 2764 260,0 228,0 284,22
Mobilitatea progresiva (%) F=6,6; p=0.000 KW X2=50,5; gl=8; p=0.000
Media 50,4 52,4 50,9 51,7 50,8 49,4 51,3 49,1 471 50,8
Devierea Standart 7,9 8,5 6,6 71 6,9 6,4 7,6 6,9 57 7,3
IT 95- 48,8 51,4 50,1 50,9 49,8 48,5 50,1 47,8 45,8 50,5
IT 95+ 52,0 53,3 51,6 52,6 51,8 50,4 52,5 50,5 48,3 51,2
Mediana 50 52 51 52 50 48 52 47 46 50
Percentila 25 44 45 46 46 46 44 45 44 43 45
Percentila 75 55 58 55 57 55 54 56 53 51 55
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Concentratia sperm. mobili (mln/ml)

F=3,6; p=0.000 KW X2=42,4; gl=8; p=0.000

Media 40,6 43,5 39,4 42,4 39,7 37,4 42,1 37,9 34,3 40,4
Devierea Standart 21,3 21,3 14,8 18,3 16,1 17,2 21,0 20,1 22,5 18,8
IT 95- 36,2 41,1 37,8 40,2 37,4 34,8 38,9 33,8 29,3 39,5
IT 95+ 45,0 46,0 41,0 445 42,1 39,9 454 41,9 39,3 41,3
Mediana 38,7 40,5 39,2 40,5 38,0 33,6 41,0 33,0 28,5 38,0
Percentila 25 25,6 26,1 28,0 29,4 28,0 25,6 25,6 23,7 21,5 26,1
Percentila 75 47,3 52,4 47,3 51,8 46,7 44,8 50,4 42,9 39,0 48,7
Nr. total de sperm. mobili (mIn/ejaculat) F=8,2; p=0.000 KW X2=50,7; gl=8; p=0.000
Media 1246 1429 118,2 1222 1162 1112 1175 1091 88,6 120,6
Devierea Standart 73,1 83,5 58,5 61,7 53,3 58,4 60,4 58,5 41,7 65,1
IT 95- 1095 1334 111,8 1148 1084 1025 108,2 97,4 79,4 1175
IT 95+ 139,6 1525 1246 1295 1240 1199 1269 1208 97,8 1237
Mediana 1159 127,7 109,2 109,0 106,7 100,8 105,6 93,1 79,3 106,7
Percentila 25 66,4 82,3 76,3 73,9 74,5 69,1 72,8 67,0 59,8 73,0
Percentila 75 170,2 177,1 1478 1624 1435 141,7 1534 1390 109,3 154,3
Concentratia sperm. functionali (mln/ml) F=4,8; p=0.000 KW X2=446; gl=8; p=0.000
Media 24,0 27,3 23,7 26,5 24,6 22,3 25,4 22,3 17,9 24,6
Devierea Standart 14,3 17,7 12,5 15,7 14,4 15,1 15,7 16,0 11,9 15,2
T 95- 21,0 25,3 22,4 24,6 22,5 20,0 22,9 19,1 15,3 23,8
IT 95+ 26,9 29,4 25,1 28,3 26,7 24,5 27,8 25,5 20,5 25,3
Mediana 20,5 22,5 21,5 23,0 21,0 17,6 22,8 16,8 14,0 21,0
Percentila 25 12,5 13,0 13,6 14,8 14,8 12,4 12,4 11,5 10,3 13,0
Percentila 75 30,6 36,6 30,6 34,8 30,6 28,0 34,2 26,0 22,0 31,8
Nr. total de sperm. functionali (mln/ejaculat) F=8,2; p=0.000 KW X2=54,9; gl=8; p=0.000
Media 74,7 87,8 71,3 75,3 68,9 63,5 71,5 62,5 47,8 72,3
Devierea Standart 53,6 61,6 43,6 46,6 41,4 41,2 47,3 42,7 28,3 48,4
IT 95- 63,6 80,8 66,5 69,7 62,8 57,3 64,2 54,0 41,5 70,0
IT 95+ 85,7 94,9 76,0 80,8 74,9 69,6 78,9 71,0 54,0 74,7
Mediana 60,9 68,6 62,1 64,5 57,4 52,8 58,6 49,4 39,2 59,0
Percentila 25 28,7 442 39,2 38,7 37,2 34,2 36,2 32,3 28,0 36,7
Percentila 75 1123 1124 91,8 104,1 89,7 78,7 98,8 75,0 61,6 96,0
Forme normale (%) F=6,6; p=0.000 KW X2=54,0; gl=8; p=0.000

Media 34,2 35,5 34,6 35,5 34,6 33,5 34,9 33,1 31,5 34,6
Devierea Standart 6,3 6,4 51 55 5,7 5,8 5,8 5,2 4,4 5,8
T 95- 329 34,8 34,0 34,8 33,7 32,7 33,9 32,1 30,5 34,3
IT 95+ 35,5 36,3 35,1 36,2 35,4 34,4 35,8 34,2 32,5 34,8
Mediana 34 35 35 35 34 33 35 32 31 34
Percentila 25 29 30 31 31 31 29 30 29 28 30
Percentila 75 38 40 38 40 38 37 39 36 34 39
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Anexa 6. Repartizarea rezultatelor evaluarii indicatorilor materialului seminal pe criterii diagnostice, anii 2012-2020

Anul

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %

Normozoospermia
dintre care 93 46,5 297 42,2 321 37,7 275 346 182 259 175 255 162 257 99 155 81 14,5 1685 29,2

+ leucocite 16 172 50 16,8 86 26,8 40 145 45 2477 25 14,3 48 29,6 15 152 24 296 349 207
X?=36,8; gl=8; p=0,000

Oligozoospermia
dintre care 42 21,0 127 181 197 231 221 278 213 303 216 315 217 344 200 31,3 173 309 1606 27,8

+ leucocite 16 38,1 47 37,0 96 48,7 109 49,3 95 446 109 505 133 61,3 123 615 97 56,1 825 514
X2=36,6; gl=8; p=0,000

Oligoastenoteratozoospermia
dintre care 1 05 17 24 8 09 13 16 11 16 7 10 10 16 16 25 10 18 93 1,6

+ leucocite 1 100 4 235 5 625 5 385 7 63,6 1 143 8 80,0 12 75,0 3 30,0 46 495
X2=20,5; gl=8; p=0,008

Astenospermia
dintre care 43 215 222 316 261 306 230 290 253 360 246 359 201 319 290 453 265 47,2 2016 35,0

+ leucocite 18 419 63 284 123 471 77 335 111 439 88 35,8 94 46,8 96 33,1 97 359 767 38,0
X2=34,4; gl=8; p=0,000

Oliogoastenzooospermia
dintre care 7 35 9 13 18 21 26 33 19 27 18 26 20 32 10 16 16 29 143 2,5

+ leucocite 1 143 2 22,2 7 38,9 14 53,8 9 474 6 33,3 12 60,0 4 40,0 4 250 59 413
X2=10,6; gl=8; p=0,226

Azoospermia
dintre care 14 70 31 44 47 55 29 37 25 36 23 34 20 3.2 25 39 15 28 224 3,9

+ leucocite 1 71 7 226 7 149 10 345 10 40,0 7 304 8 40,0 5 20,0 2 200 57 254
X?=12,5; gl=8; p=0,131
Total 200 100 703 100 852 100 794 100 703 100 685 100 630 100 640 100 560 100 5767 100

(Normozoospermia, Oligozoospermia/ Oligoastenozoospermia/ Astenospermia/ Oliogoastenospermia/ Azoospermia X?=352,7; gl=40; p=0,000)
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INFERTILITATEA MASCULINA™

2. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.,
. MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med.. prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. st. med.,

iv.. SACARA Victoria, dr. hab. in biol.. BOICIUC Chiril, doctorand.
3. Numirul inovatiei: Nr. 5772 din 23 i mme 2020.
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“APROB”
Prorector pentru activitatea de cercetare,
IP USMF ,Nicolae Testemitanu” din RM
Academician al ASM,

(in procesul stiintifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA
PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI RBMY1 A CROMOZOMULUI Y iN
INFERTILITATEA MASCULINA”

2. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.,
conf. univ.. MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med., prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. st. med.,
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol.. BOICIUC Chiril, doctorand.

3. Numiirul inovatiei: Nr. 5774 din 23 i mme 2020.

4. Unde si cind a fost i au fost i 4. Unde si cand a fost i diului au fost impl in procesul
procesul didactic la Catedra de biologie moleculard s§i genetici umani, USMF ,Nicolae didactic la Catedra de bloloye moleculara si geneticd umana, USMF . Nicolae Testemifanu™.
Testemitanu™. 5. Eficaci arii: Esenta i tiei consu{ in aceea ci testarea nonlor gene va

5. Eficaci impl i Esenta i tiei consla m aceea ca (eslarea nonlor gene va permite o abordare mai complexa, mult mai exactd in d icul si ilor cu
permite o abordare mai complcxa mult mai exacta in d | i tilor cu |nfeml|lale masculmé Deletii ale gcnel RBMY1 conduc la scaderea numarului de
infertilitate masculind. Detectarea diferitor mutatii ar trebui si conduc la o consiliere ica per zoizi; blocarea sp la nivel de sp it. in acest caz, nu se recomanda

cuprinzatoare, care si includa toate informatiile despre relevanta sa clinica, posibila mostenire,
riscul genetic al descendentilor si posibilitatile de diagnostic prenatal.

6. Rezultatele: Inovatia se referd la medicind, in special la geneti leculara §i poate fi
utilizata pentru depi icrodeletiilor lui Y in infertilitatea masculina.
Prezenta il fie este impl 1fe descrierii in cerere

Sef catedra biologie moleculard
§i genetica umana, = >
conf univ.idr. gt. biol. Jolz Igor CEMORTAN

Departamentul didactic

conf. univ., dr. st. med. Silvia STRATULAT
Sef departament stiin{a,
prof. univ., dr. hab. st. med. Elena RAEVSCHI

/Wd/d/ b nowa AHE Wozotpe LoaE mflowe *
V- M whva .

2o

extragerea  microchirurgicaldi de sperma prin (microTESE) si utilizarea injectiei
intracitoplasmatica de sperma (ICSI).
6. Rezultatele: Inovatia se refera la medicina, in special la genetica moleculari si poate fi

utilizata pentru depi icrodeletiilor lui Y in infertilitatea masculina.

Prezenta inovatie este i) a conform ierii in cerere

Sef catedrd biologie moleculard
$i genetica umana,

conf, univ., dr. gt biol, 7 7&; Igor CEMORTAN

Departamentul didactic
conf. univ.. dr. st. med. Silvia STRATULAT

Sef departament stiin(a, /

prof. univ., dr. hab. st. med. Elena RAEVSCHI

/Mm»?‘/a/ e.«/i rova /%f/ UIE [rooy Jesbnsfny *
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“APROB”
Prorector pentru activitatea de cercetare,
IP USMF ,Nicolae Testemitanu™ din RM
Al mician al ASM,

s bt med
Stanislay GROPPA

2020

A

DE IMPLEMENTARE AINOV ATIEI
(in procesul stiintifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA
PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI USP9Y A CROMOZOMULUI Y iN
INFERTILITATEA MASCULINA"

2. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.,
conf. univ., MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med., prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. st. med..
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril, doctorand.

3. Numirul inovatiei: Nr. 5775 dm 23 mme 2020.

4. Unde si cind a fost impl 1 diului au fost impl; inp |
didactic la Caledra de blologxe molecula.ré sl geneticd umand, USMF . \Nicolae Testemitanu™.

i arii; Esenta tiei cansta in aceea cd testarea nonlor gene va

permite o abordare man complexa, mult mai exacta in d I si | ilor cu

infertilitate masculind. Spre exemplu in cazul deletiilor ambelor gene USP9Y (bequmnspemﬁc
protease 9, Y chromosome) si DBY (dead box on the Y), cauzeazi Sindromul celulelor Senoh o

IN

inf

“APROB”
Prorector pentru activitatea de cercetare,
IP USMF ,Nicolae Testemitanu” din RM
demician al ASM,
dr. hab. ;t med.
*“Stanislav GROPPA
2020

ACTUL nr. 47
DE IMPLEMENTARE A 1 ATIEI
(in procesul stiinfifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA

PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI DYS241 A CROMOZOMULUI Y iN

FERTILITATEA MASCULINA”
2. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.,

conf. univ., MOSIN Veaceslav, dr. hab. §t. med., prof. univ., CAPCELEA Svetlana, dr. st.
med., conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril, doctorand.

3. Numiirul inovatiei: Nr. 5773 din 23 il lume 2020

4. Unde si cind a fost impl ! diului au fost impl in

procesul didactic la Catedra de biologie moleculard §i genetici umand, USMF Nicolae

Testemitanu™,
5. Eficaci impl ii: Esenta i fiei cumm m aceea ¢l lcslana nonlor gcnc va
permite o abordare mai complc‘(a mult mai exactd in di | si cu

fertilitate masculind. Detectarea diferitor mutatii ar trebui sa conduci la o consnhcn: genetica

afecfiune caracterizata pnn I lulel Scrloll in icule si lipsa 5P ilor. in
acest caz. nu se i icala de sperma prin (microTESE) si
utilizarea injectiei intracitoplasmatica de sperma (lCSl), spermatogeneza reziduald nu poate fi

PTCZCnla in testicule.

6. Rezultatele: Inovatia se refera la medicind, in special la geneti leculara si poate fi
utilizatd pentru depi: icrodeletiilor lui Y in infertilitatea masculina.
Prezenta inovatie este impl d conform descrierii in cerere

Sef catedra biologie moleculara
§i geneticd umana,

conf. univ., dr.st.biol. Igor CEMORTAN
Departamentul didactic

conf. univ., dr. st. med. Silvia STRATULAT
Sef departament stiin{a,

prof. univ., dr. hab. st. med. Elena RAEVSCHI

/
(

nomh Zm VI Wicotoe Tt /,w

I/ fovr Ml/ﬂ_

util

prof. univ., dr. hab. . med.

/w@/“@ e/é taa /M%fﬂf Hocrdie edlom, Phony '’

pr care sa includd toate informatiile despre relevanta sa clinica, posibila mostenire,

riscul genetic al descendentilor si posibilitatile de diagnostic prenatal.

6. Rezultatele: Inovatia se referd la medicind, in special la genetica moleculard si poate fi
lizatd pentru depi icrodeletiilor lui Y in infertilitatea masculin.

Prezenta inovafie este implementati conform descrierii in cerere

Sef catedra biologie moleculard

$i genetici umana, 2 >
conf. univ., dr.st. biol. /7((c Igor CEMORTAN

Departamentul didactic
conf. univ.. dr. §t. med. Silvia STRATULAT
Sef departament stiinga,

Elena RAEVSCHI
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MAMEI SI COPILULUI

NISTERUL SANATATI . MHUHHUCTEPCTBO 3J/IPABOOXPAHEH!

REPUBLICII MOLDOVA N PECITYBJIMKH MOJIJIOBA
INSTITUTIA INoOCYJIAPCTBEHHOE

ICO-SANITARA PUBLICA MEJIMKO-CAHHUTAPHOE YUYPEXJIEH
INSTITUTUL HHCTHUTYT MATEPH U PEBEHK 4

(rMCY UMuP)
(IMSP IMsiC)

E——
MD-2062, mun. Chi;miu, str. Burehlsl-. 93 MII-2062, myn. K 3y, ya. Bypebucra, ¢
Tel. (+37322) 52-36-6 Ten. (+37322) 52-36-61;
Fax. (+37322) 52-11- 7I ®akc. (+37322) 52-11-71

E-mail: mamsicop@gmail.com E-mai

mamsicop@gmail.com

ACT DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA

PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI DBY A CROMOZOMULUI Y iIN
INFERTILITATEA MASCULINA™

2. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ.. SPRINCEAN Mariana, dr. psihol., conf.

univ., MOSIN Veaceslav. dr. hab. st. med.. prof. univ.. CAPCELEA Svetlana dr. st. med.,
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril doctorand.

3. Numiirul inovatiei: Nr. 473 din 22 iunie 2020.
4. Unde si cind a fost impl 1 le studiului au fost implementate in Laboratorul

de Gcneucﬂ Molu.ulara Umana IMSP Institutul Mamei si Copilului

5. Efi : Esenta inovalici constd in aceea ca testarea noilor gene va

MINISTERUL SANATATII
AL REPUBLICII MOLDOVA

MEDI

M

permite o abordare mai cumple\a. mult mai exacta in diagnosticul si tratamentul pacientilor
cu infertilitate masculind. Spre exemplu in cazul deletiillor ambelor gene USP9Y
(Ubiquitinspecific protease 9. Y chromosome) si DBY (dead box on the Y). cauzeazi
Sindromul celulelor Sertoli. o afectiune caracterizatd prin prezenta celulelor Sertoli in
testicule si lipsa spermatozoizilor. In acest caz, nu se recomanda extragerea
microchirurgicala de sperma prin (microTESE) si utilizarea injectiei intracitoplasmatica de
sperma (ICSI). spermatogeneza reziduald nu poate fi prezenta in testicule.

Rezultatele: Inovatia se refera la medicina. in special la genetica moleculara si poate fi
utilizata pentru depistarea microdeletiilor cromozomului Y in infertilitatea masculina.

Sef Laborator de Genetici Moleculara Umani, -
dr. hab. in biol. _ Victoria SACARA

Secretar stiintific

7
dr. st.med., conf.univ // 5 M Ala BURLACU
l/ -

Prezenta i tic este i 1 conform descrierii in cererea de inovatie,
certificati cu nr.473 din 22.06.2020

INSTITUTIA " IOCYJIAPCTBEHHOE
CO-SANITARA PUBLICA MEJIMKO-CAHUTAPHOE YUPEKJIEH
INSTITUTUL HUHCTUTYT MATEPHU U PEBEHK/

AMEI S1 COPILULUI (I'MCY UMuP)

(IMSP IMsiC)

MD-2062, mun. Chisiniu, str. Burebista, 93 MJ1-2062, myn. K 2V, ya. Bypebucra,
Tel. (+37322) 52-36-61: Ten. (+37322) 52-36-61:
Fax. (+37322) 52-11-71 dakc. (+37322) 52-11-71

E-mail: mamsicop@gmail.com

E-mail: mamsicop&@gmail.com

' wAPROB”

ACT DE IMPLEMENTARE

Denumirea ofertei pentru implementare: ” METODA MOLECULAR-GENETICA
PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI DYS209 A CROMOZOMULUI Y iN

INFERTILITATEA MASCULINA”

Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ.. SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.. conf.
univ., MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med., prof. univ.,, CAPCELEA Svetlana dr. st. med..

conf. univ., SACARA Victoria. dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril, doctorand.
Numirul inovatiei: Nr. 474 din 22 iunie 2020.

Unde si cand a fost impl : rezul le studiului au fost implementate in Laboratorul

de Genetica Moleculara Umana IMSP Institutul Mamei si Copilului

MHHHCTEPCTBO 3J/IPABOOXPAHEH
PECTTYBJIMKH MOJIJIOBA

Eficacitatea implementirii-

Esenta inovatiei

consta in aceea ca testarea noilor gene va

permite o abordare mai complexa, mult mai exactd in diagnosticul si tratamentul pacientilor
cu infertilitate masculina. Detectarea diferitor mutatii ar trebui si conducad la o consiliere
gcnclica cuprinzmoarc care sa includa toate informaﬁile desprc relevama sa clinica, posibila

Rezultatele: Inovatia se referd la medicina, in special la gt.neux.a moleculara si poate fi
utilizata pentru depistarea microdeletiilor cromozomului Y in infertilitatea masculina.

Sef Laborator de Geneticii Moleculara Umani,

dr. hab. in biol.

Secretar stiintific

Dr. st.med., conf.univ

ﬁé Victoria SACARA

/ .
B0 29 //;/J«JA,Zd,o . Ala BURLACU

tie este i 1 conform descrierii in cererea de inovatie,

certificatid cu nr.474 din 22.06.2020
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ISTERUL SANATATII c MHWHUCTEPCTBO 3JIPABOOXPAHEH!

EPUBLICII MOLDOVA PECTTYBJIMKH MOJIJIOBA
INSTITUTIA FOCYJIAPCTBEHHOE

MEJIMKO-CAHUTAPHOE YUPEXK/IEH

INSTITUTUL HHCTHTYT MATEPH M PEBEHK/
MAMEI $1 COPILULUI ('MCY HMuP)
(IMSP IM5siC)
MD-2062, mun. Chisiniiu, str. Burebista, 93 MJ1-2062, myn. I('mnmn\ ya. Bypeuera, ¢
Tel. (+37322) 52-36-61: 2-36-61;

Fax. (+37322) §
E-mail: mamsicop@gmail.com

n

=

11-71

;\PROB”
tor IMSP IMsiC
jed.. conf.univ

giu GLADUN

ACT DE IMPLEMENTARE

. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA

PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI DYS237 A CROMOZOMULUI Y iN
INFERTILITATEA MASCULINA”

. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ.. SPRINCEAN Mariana, dr. psihol., conf.

univ., MOSIN Veaceslav. dr. hab. st. med., prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. st. med.,
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril, doctorand.
Numirul movanel Nr. 475 din 22 i mme 2020.

. Unde si cind a fost impl| tati: r 1 diului au fost impl in Laboratorul

de Geneticd Moleculara Umani IMSP Institutul Mamei si Copilului

. Eficacitatea implementirii: Esenta inovatiei consk’l m aceea ca testarea nmlor gene. va

permite o abordare mai complexi. mult mai exacta in diagnosticul si

cu infertilitate masculind. Detectarea diferitor mutatii ar trebui si conduci la o consmere
genetica cuprinzatoare, care sa includa toate informatiile despre relevanta sa clinici, posibila
mostenire, riscul genetic al descendentilor si posibilitatile de diagnostic prenatal.

. Rezultatele: Inovatia se referd la medicind. in special la genetica moleculara i poate fi

utilizata pentru depistarea microdeletiilor cromozomului Y in infertilitatea masculin.

Sef Laborator de Genetici Moleculara Umani,
dr. hab. in biol.

Victoria SACARA

Secretar stiintific

Dr. st.med., conf.univ Ala BURLACU

Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cererea de inovatie,
certificati cu nr.475 din 22.06.2020

MINISTERUL SANATATII : MHWHHUCTEPCTBO 3JIPABOOXPAHEH
AL REPUBLICII MOLDOVA 3 PECITYBJIMKH MOJIJIOBA
INSTITUTIA FOCYJIAPCTBEHHOE
MEDICO-SANITARA PUBLICA MEJIMKO-CAHUTAPHOE YYPEXKJIEH
INSTITUTUL HHCTUTYT MATEPH U PEBEHK/
MAMEI §I COPILULUI ('MCY UMuP)
(IMSP IMsiC)
MD-2062, mun. Chls[nlu, str. Burebista, 93 MJ1-2062, myn. Kuummy. ya. Bypebuera, ¢
2-36-61; Ten. (+37322) 52-36-61;

Dakc. (+373

E-mail: mamsicop@gmail.com E-mail: mamsicop@gmail.com

—

~

n
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. Unde si cind a fost impl le studiului au fost i

ACT DE IMPLEMENTARE

. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA

PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI RBMY1 A CROMOZOMULUI Y iN
INFERTILITATEA MASCULINA”

. Autori: RACOVITA Stela. doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol., conf.

univ., MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med., prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. st. med..
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol.. BOICIUC Chiril, doctorand.
. Numiirul inovatiei: Nr. 477 din 22 mme 2020.

in Laboratorul

de Genetica Molcculam Umana IMSP Institutul Mamei si Copilului

. Eficacitatea implementirii: Esenta inovatiei consta in aceea ci testarea noilor gene va
permite o abordare mai complexd. mult mai exactd in diagnosticul §i tratamentul pacientilor
cu infertilitate masculind. Deletii ale genei RBMY1 conduc la scaderea numirului de
spermatozoizi; blocarea spermatogenezi la nivel de spermatocit. In acest caz, nu se
recomanda extragerea microchirurgicald de spermé prin (microTESE) si utilizarea injectiei
intracitoplasmatica de sperma (ICSI).

Rezultatele: Inovalia se referd la medicing, in special la genetica moleculard si poate fi
utilizata pentru depistarea microdeletiilor cromozomului Y in infertilitatea masculini.

Sef Laborator de Genetici Moleculara Umani, %

dr. hab. in biol. 2 " Victoria SACARA
Secretar stiintific

Dr. st.med., conf.univ / j]l ‘( 8in Ala BURLACU

Prezenta inovatie este implementatii conform descrierii in cererea de inovatie,
certificata cu nr.477 din 22.06.2020
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MMWHHUCTEPCTBO 3JIPABOOXPAHEHHS

MINISTERUL SANATATII
PECITYBJIMKM MOJIJIOBA

AL REPUBLICII MOLDOVA
rOCYJIAPCTBEHHOE

INSTITUTIA
MEDICO-SANITARA PUBLICA MEJIMKO-CAHUTAPHOE YYPEXKJIEHHI
INSTITUTUL HHCTUTYT MATEPU U PEBEHKA

(MCY UMuP)

MAMEI $1 COPILULUI
(IMSP IMsiC)

——
MD-2062, mun. Chisiniiu, str. Burebista, 93
Tel. (+37322) 52-36-61;
Fax. (+3732:
E-mail: mamsicop@gmail.com

ACT DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLECULAR-GENETICA
PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI USP9Y A CROMOZOMULUI Y iN

INFERTILITATEA MASCULINA”
2. Autori: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.. conf.
univ.. MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med.. prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. st. med.,
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril, doctorand.
3. Numiirul inovatiei: Nr. 478 din 22 iunie 2020.

4. Unde si cind a fost imp diului au fost impl Laboratorul
de Genetica Moleculara Umana IMSP Institutul Mamei si Copilului
5. Eficaci i ii: Esenta i tiei consta in aceea cd testarea noilor gene va

permite o abordare mai complexa, mult mai exactd in diagnosticul si tratamentul pacientilor
cu infertilitate masculind. Spre exemplu in cazul deletiilor ambelor gene USP9Y
(Ubiquitinspecific protease 9. Y chromosome) si DBY (dead box on the Y), cauzeaza
Sindromul celulelor Sertoli. o afecjiune caracterizata prin prezenja celulelor Sertoli in
testicule si lipsa spermatozoizilor. In acest caz, nu se recomandd extragerea
microchirurgicala de sperma prin (microTESE) si utilizarea injectiei intracitoplasmatica de
sperma (ICSI), spermatogeneza reziduala nu poate fi prezentd in testicule.

6. Rezultatele: Inovatia se referd la medicina, in special la genetica moleculara i poate fi
utilizata pentru depistarea microdeletiilor cr 7 Jui Y in infertilitatea masculina.

Sef Laborator de Genetici Moleculara Umani, %f o
9 Victoria SACARA

dr. hab. in biol.

Secretar stiintific / /
Dr. st.med., conf.univ b4 J"" Lve Ala BURLACU

Prezenta inovatie este implementatii conform descrierii in cererea de inovatie,
certificatii cu nr.478 din 22.06.2020

MINISTERUL SANATATII . MHHHUCTEPCTBO 3J/IPABOOXPAHEH}
AL REPUBLICII MOLDOVA k PECITYBJIMKHA MOJIJIOBA

INSTITUTIA
MEDICO-SANITARA PUBLICA
INSTITUTUL
MAMEI $I COPILULUI
(IMSP IMsiC)

I'OCYIAPCTBEHHOE
MEJIHKO-CAHUTAPHOE YUPEX/IEH}
HHCTUTYT MATEPH M PEBEHKA
(F'MCY HMuP)

MD-2062, mun. Chisiniu, str. Burebista, 93
, str. 3 M- V|
Tel. (+37322) 52-36-61; R Tl S
an (‘373:_’2) 5:’,-1 I-:7I ®axc. (+37322) 52-1 ]-7}
E-mail: mamsicop@gmail.com E-mail: mamsicop@gmail.com

ACT DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: "METODA MOLE -G A
PENTRU DEPISTAREA MUTATIEI GENEI DYS241 A Ckoﬁgggiigf,:f-gci:
INFERTILITATEA MASCULINA”

2. AI{(DI‘i: RACOVITA Stela, doctorand, asist. univ., SPRINCEAN Mariana, dr. psihol.. conf.
univ., M_OSIN Veaceslav, dr. hab. st. med., prof. univ., CAPCELEA Svetlana dr. slumed g
conf. univ., SACARA Victoria, dr. hab. in biol., BOICIUC Chiril doctorand. = i

3. Numirul inovatiei: Nr. 476 din 22 iunie 2020.

4. Unde si cind a fost impl Itatel i au fost impl in Lab ul

de Gcn.elica Moleculara Umana IMSP Institutul Mamei si Copilului

. Eficacitatea implementirii: Esenta inovatici consta in aceea ca testarea noilor gene va

dinl.

w

permite o abordare mai complexa, mult mai exacta in di I si I

cu in!‘cnilitale masculind. Detectarea diferitor mutatii ar trebui sa conduci la olconsiliere
geneuc%ﬁ cugrinzz'noare. care sd includa toate informatiile despre relevanta sa clinica. p<;sibila
mostenire, riscul genetic al descendentilor si posibilitatile de diagnostic prenatal. ’
Rggulutele: Inovatia se refera la medicina. in special la genetica moleculara si poate fi
utilizata pentru dep icrodeletiilor lui Y in infertilitatea masculina.

&

Sef Laborator de Genetici Moleculara Umani, -
dr. hab. in biol. @é 7 Victoria SACARA

/
Secretar stiintific /’ /

Dr. st.med., conf.univ . /L A Ala BURLACU
V4 1 vl

14

Prezenta inovatie este implementatii conform descrierii in cererea de inovatie,
certificatii cu nr.476 din 22.06.2020

165



LISTA PUBLICATIILOR SI MANIFESTARILOR STIINTIFICE
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

de conformitate asupra originalitatii lucrarii

Subsemnata, Racovita Stela, studentad doctoranda la Programul de doctorat 315.02 — biologie
moleculara si genetica medicala, la catedra de Biologie moleculara si genetica umana declar pe
raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctor in stiinte medicale cu titlul
., Variatii genetice in infertilitatea masculina cu azoospermie ~ sunt rezultatul propriilor cercetari
si realizari stiintifice.

De asemenea, declar ca toate sursele bibliografice utilizate, inclusiv cele de pe internet, sunt
indicate n lucrare, cu respectarea regulilor de evitare a plagiatului/autoplagiatului:

- reformularea, in cuvinte proprii, a textelor scrise de catre alti autori indicd sursa
bibliografica din care s-a inspirat;

- rezumarea ideilor altor autori detine referinta precisa la textul original;

- reprezentdrile grafice, tabelele care nu-mi apartin au indicata sursa bibliografica exacta;

- in cazul n care, in calitate de (co)autor, am prezentat deja o parte din aceasta lucrare in
cadrul unor manifestari stiintifice din tara sau strainatate, am folosit autocitarea;

- ralizarea statisticd, tabelele, graficele sunt realiazate de mine, iar comentarea
rezultatelor obtinute este originala.

Prin prezenta, imi asum in totalitate originalitatea lucrarii elaborate.

Numele si prenumele

Racovita Stela

Semnatura

Data 24.02. 2023
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Experienta profesionala

2016 - Asistent universitar la catedra de biologie moleculard si genetica umana.

prezent Locatie - Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”.
Activitate didactica si stiintifica la disciplina biologie moleculard si geneticd medicala.
Subiecte: macromolecule; membrane biologice; transcriere; translatie; replicare; tehnici
de genetica moleculard; boli cromozomiale; monogenice; multifactoriale etc.

2023 - Executor proiect - Phage treatment and wetland technology as intervention strategy to
prezent prevent dissemination of antibiotic resistance in surface waters (Phageland).

Locatie - Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”.
Activitate stiintifica cu abordarea subiectelor de genetica moleculara.

2017 - Studenta doctoranda la specialitatea 315.02 biologie moleculara si geneticd medicala.
2022 Locatie - Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”, Scoala
doctorala In domeniul stiintelor medicale.

Activitate: consilierea genetica a cuplurilor cu tulburari de reproducere, in special cu
infertilitate masculind, candidate la TRA (Tehnicele de reproducere asistata) cum ar fi:
ICSI (Injectia intracitoplasmatica de spermd); micro TESE - (Extragerea
microchirurgicala de sperma), etc.

2013 - Medic microbiolog

2014 Locatie - Laboratorul Centrului Epidemiologia Bolilor Extrem de Contagioase si
Securitate Biologica din cadrul Centrului National de Sanatate Publica, Chisinau, RM.
Activitate: implicatd in prevenirea, diagnosticarea si controlul raspandirii maladiilor
infectioase; monitorizarea si identificarea microorganismelor, folosind o varietate de
metode de identificare, inclusiv tehnici moleculare.

2012 — Felcer laborant microbiologie

2013 Locatie - Laboratorul Centrului Epidemiologia Bolilor Extrem de Contagioase si
Securitate Biologica din cadrul Centrului National de Sanatate Publica, Chisinau, RM.
Activitate: identificarea organismelor pentru a ajuta la analizarea si sustinerea
raspunsului la infectie, antibioticograma, prepararea culturilor din microorganisme, etc.

2010 — Asistent medical

2011 Locatie — Departamentul Medicina de Urgenta pentru Copii a Spitalului Clinic
Municipal pentru Copii ,, V. Ignatenco”.

Activitate: asistenta In interventii chirurgicale planificate si urgente.

Educatie

2012- Medic rezident, specialitatea microbiologie

2014 Institutie - Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae Testemitanu”
Activitate: studierea microorganismelor, cum ar fi bacteriile, virusurile, ciupercile si
aspectele clinice ale microorganismelor, inclusiv raspunsul gazdei la acesti agenti
infectiosi.

2006- Licentiat In Medicind, facultatea de Sanatate Publica

2012 Institutie - Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae Testemitanu”
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Activitate: Studierea disciplinelor precum: genetica; anatomia; fiziologia; biochimia;
chirurgie; pediatrie etc., care au contribuit la pregatirea mea profesionala ca viitor medic.

2006 Diploma de liceu
Liceul republican cu profil real din Chiginau din Moldova
Activitati curriculare si extra curriculare (conferinte, voluntariat, activitati artistice).
Abilitati
Limba Romana
maternd
Limbi INTELEGERE VORBIRE SCRIERE
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Rusa avansat avansat avansat Upper- Upper-intermediate
intermediated
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intermediate intermediate intermediate
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Permis de | Categoria B
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Stagieri/
cursuri
03.02.2020 | Stagiu practic la Universitatea de Medicina si Farmacie Grigore T. Popa, lasi la Catedra de
- Genetica si Genetica Medicala.
28.02.2020
30.09.2019 | Curs Psihopedagogie invitimantului superior, USMF , Nicolae Testemitanu”, 1800 ore. Seria
- ACR Nr. 000021262
13.07.2020
23 iunie Obtinerea Nivelul B2 de limba englezd. Cadrul european comun de referinta pentru limbi,
2017 Universitatea de Stat din Moldova, Departamentul de educatie continud, certificat nr.LS589 / 17,

Chisindu, Republica Moldova.

Participdri la conferinte si congrese stiintifice

21-24 septembrie 2022. Al XXII-lea congres SNPCAR si a 44-a conferintd de neurologie -
psihiatrie a copilului si adolescentului si profesiuni asociate cu participare internationald, Romania.
16 septembrie 2022. Conferinta Internationald de Pediatrie ,,Actualitti in practica pediatrica:
provociri si succese”, Chisindu.

25-27 mai 2022. A —XIII-a conferintd Nationala a Asociatiei de Medicind de Laborator din
Romania cu Participare Internationald, Romania.

20-22 octombrie 2021. Conferintd stiintificd consacratd aniversérii a 76-a de la fondarea
USME, Nicolae Testemitanu”, Chisinau.

16-18 septembrie 2021. Al VII-lea congres al Societatii Neurologilor din Republica Moldova cu
participare internationald, Chiginau.

22-25 septembrie 2021. Al XXI-lea congres SNPCAR de neurologie si psihiatrie a copiilor si
adolescentilor, Roméania.

22 mai 2021. Editia a XIlI-a a Expozitiei Europene de creativitate si inovatie Euroinvent, lasi,
Roménia.

21-23 octombrie 2020. Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF , Nicolae
Testemitanu”, Chisinau.

24-26 septembrie 2020. Al 8-lea congres international de medicina pentru studenti si tineri medici
MedEspera, Chisinau.

9-11 septembrie 2020. A —IV-a Conferinta Nationald a Asociatiei de Medicina de Laborator din
Roménia cu Participare Internationald, Romania.

18-20 septembrie 2019. Conferinta Societitii Roméane de Geneticd Medicald, Timisoara,
Roménia.

16-18 mai 2019. Conferinta nationala cu participare internationala Bienala Chisinau Sibiu, editia
a [ll-a, Interdisciplinaritatea in bolile infectioase pediatrice, organizata de Societatea de Pediatrie
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din Moldova in comun cu Facultatea de Medicind a Universitatii ,,Lucian Blaga” din Sibiu,
Romania.

17 octombrie 2019. Conferinta stiintifica anuala ,,Nicolae Testemitanu ”, Chisinau.

18-21 septembrie 2019. Congresul al XX-lea Societatea SNPCAR de Neurologie si Psihiatrie a
Copiilor si Adolescentilor, Romania.

18 octombrie 2018. Conferinta stiintifica anuala ,,Nicolae Testemitanu ”, Chisinau.

26-28 septembrie 2018. Al V-lea Congres in Genetica Medicala cu participare internationala din
Gura Humorului, Romania.

16-19 iunie 2018. Conferinta Europeana de Geneticd Umana, Milano, Italia.

16 mai 2018. Conferinta Scoala Medicala de Pediatrie, lasi, Romania.

21-24 martie 2018. Conferinta Nationala de Pediatrie, Bucuresti, Roméania.

18-20 octombrie 2017. Conferinta stiintifica anuald ,,Nicolae Testemitanu ”, Chiginau.

25 aprilie 2013. Cursul de instruire ,,Aplicarea mediilor de cultura si tehnicilor performante
OXOID in domeniul diagnosticului de laborator, Chisindu.

27 septembrie 2013. Simpozionul de instruire pentru fortificarea capacitatilor de supravegherea
si raspuns la riscurile pentru sanatatea publica de origine biologica, Chisindu.

16-20 septembrie 2011. Programul European TEMPUS ,,Master Programmers in Public Health
and Social services”, Chisinau.

Publicatii | 54 lucriri stiintifice, inclusiv: 19 articole, dintre care 7 in reviste din baze de date internationale, (1
articol 1n revista citatda SCOPUS, 1 articole cu Impact Factor); 12 articole in reviste din Registrul
National al revistelor de profil, (categoria B+, B, C); 24 teze in lucrarile conferintelor si
congreselor stiintifice internationale si 11 nationale.

Acte de 1 Brevet de inventie, 12 certificate de inovator, 6 acte de implementare.

proprietate

Distinctii/ | Laureat al concursului ,,profesorul anului 2022”. Acordat de USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Premii Bursa de excelentd a guvernului pe anul 2022. In temeiul art. 19 alin. (4) din Codul educatiei al

Republicii Moldova nr. 152/2014 (Monitorul Oficial al Republicii Moldova, 2014, nr. 319-324,
art. 634), cu modificarile ulterioare, si al art. 49 lit. g) din Codul cu privire la stiinta si inovare al
Republicii Moldova nr. 259/2004 (republicat in Monitorul Oficial al Republicii Moldova, 2018,
nr. 58-66, art. 131).

Diplomd medalia de aur. Salonul International de Inventii TRAIAN VUIA 2021, Timisoara,
Romaénia, 06-08 octombrie 2021.

Diploma de excelentii si medalie de aur. A-XIX-a editie a Salonului Cercetarii Stiintifice, Inovarii
si Inventicii PROINVENT 2021, Cluj Napoca, Roménia, 20-22 octombrie 2021.

Diplomd medalie de argint. Editia a XIlI-a a Expozitiei Europene de creativitate si inovatie
EUROINVENT, lagi, Romania, 22 mai 2021.

Diplomd medalie de argint. A 25-a Expozitie Internationald de Inventii INVENTICA, Iasi,
Romaénia, 23-25 iunie 2021.

Laureat al concursului ,,performante in cercetare”. Pentru ciclul de lucrari in domeniul ,, Variatii
genetice in infertilitatea masulind cu azoospermie”. In cadrul congresului consacrat aniversarii a
75-a de la fondarea USMF ,,Nicolae Testemitanu”. 21-23 octombrie 2020.

Premiu acordat de SRGM pentru lucrarea poster intitulatd - Cytogenetic and Y chromosome
microdeletion testing in infertile males. The XI Conference of the Romanian Society of Medical
Genetics Timigoara, 18-20 septembrie 2019.

II nd Place Award Certification for autstanding achivemment durig the oral presentation at the
8th edition of MedEspera International Congres for Students adn Young Doctors, Defects in
spermatogenesis of men with Y chromosome microdeletions, Chisinau Republic of Moldova, 24-
26 septembrie, 2020.
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