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OBIETTIVI

Sistema Fas/FasL:

0 nella regolazione della sopravvivenza degli sperm
lungo apparato riproduttivo (epi e liqguido seminale) in
soggetti normozoospermici e hon

O ruolo metalloproteasi in soggetti sani e ostruiti

Meccanismi che controllano il frasporto degli sperm in
epididimo:

O fisiopatologia della contrazione epi

ad controllo ormonale (OT e ES)

Modelli umano e animale
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UNITA'1: DONDERO

Modificazioni sistema immunitario indotte da natologiz
andrologicne in microambiznte testicolo-zoididimario
possono a alterarz parametri cinetici, morfologici 2 steurtura
cromatinica dzllo spermatozoo?
1. Selezione casistica:

A. n. 41 normali fertili no patologie sistemiche/ormonali

B. n. 14 teratospermici con patologie andrologiche (varicocele,

criptorchidismo, flogosi) (7T e 70T)

C. n.13 pz con azospermia secretoria/escretoria
D. n.3 pz criptospermici da disfunzione vescicole seminali

Campioni liquido seminale { cellule
frazione plasmatica

2. Parametri seminali

Correlazione Fas/FaslL in sperm e parametri seminali

3. Frammentazione DNA (TUNEL), esposizione fosfatidilserina in eiaculato

dei pz ed epididimo, stadi precoci danno mediante studio ubiquitinazione
(FACS e MF)
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UNITA' 2: ZIPARO

Ruolo sistema Fas/FaslL 2 sua regolazionz in apparato
riproduttivo mascnile 2 in szme
a [1"ineIE:'(r:I immune-rrrediated killing b Fast-tmeqmn;:d E’.ml_g{:rine cell suicide
of end-grgan cells or juxtacrine frafricide

1. Analisi F

a. sperm e li alterati

escC.

f
T cellm

b. plasma < |

* organi \R_ 4F

1
o ep|d|d| mFasL‘ End-g[gar|< * # Apoptosis |.|.a

Qb Fas cells — (cell death)
2. Analisi| =™ ¥ I3 v/ s, epi,
pr'os’ra' @aSpaSi caspasi

M Sis ‘_—_ TIMPS .
3. Funzion Aol ni
Spel"m( Fas ligand (FasL)-mediated apoptosis during inflammation
4. Analisi Fa organi

riprodut
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RISULTATI

. 22%

mFasL Normospermici: 22% sperm
Teratospermici: assente

mFas-L positive patients (%)

‘] 0%

normo terato

sFasL e MMP7 in plasma seminale di tutti i soggetti
no differenze fra normo e terato in relazione a sperm

- normo terato azo

Livelli sFasL e attivita enzimatica &
MMP7 azo > normo S0 kD —

25kIy—=
kD=

— Pra MMP-7
(28 kD)

— Active MMP-7
{19 kDY

| Group A “ Giroup B || Group C |

sFasL e MMP7 non derivano da sperm (ci sono in azo)
prodotti in testis e prostata (in azo con disfunzione vescicole)
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RISULTATI

Sistema Fas/FasL:
controllo qualita spermatica (induzione apoptosi gameti anomali)

escape da immunosorveglianza in riproduttivo (apoptosi T cells)

mFasL solo in sperm soggetti hormo: corretta eliminazione gameti anomali

Messa a punto di metodiche per valutazione danno al DNA in stadi
precoci/tardivi

Correlazione tra frammentazione e qualita parametri seminali in
casistica selezionata
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PUBBLICAZIONI UNITA' DONDERO e ZIPARO

RICCIOLI A; SECCO VD; DE CESARIS P; STARACE D; GANDINI L; LENZI A; DONDERO F.; PADULA F; FILIPPINI
A. ZIPARO E. (2005). Presence of membrane and soluble forms of Fas ligand and of matrilysin (MMP-7) activity in
normal and abnormal human semen. HUMAN REPRODUCTION vol. 20 pp.2814-2820

LOMBARDO F; SGRO P; SALACONE P; GILIO B; GANDINI L; DONDERO F.; JANNINI EA; LENZT A. (2005).
Androgens and fertility. JOURNAL OF ENDOCRINOLOGICAL INVESTIGATION vol. 28 pp. 51-55

LOMBARDO F; GANDINTI L; LENZI A; DONDEROQ F. (2004). Antisperm immunity in assisted reproduction. JOURNAL
OF REPRODUCTIVE IMMUNOLOGY vol. 62 pp. 101-109

GANDINTI L; LOMBARDO F; PAOLI D; CARUSO F; ELEUTERI P; LETER G: CIRIMINNA R; CULASSO F; DONDERO
F.. LENZI A; SPANO M. (2004). Full-term pregnancies achieved with ICST despite high levels of sperm chromatin
damage. HUMAN REPRODUCTION vol. 19 pp. 1409-1417

GANDINI L; LOMBARDO F; SALACONE P; PAOLT D; ANSELMO AP; CULASSO F; DONDERO F.; LENZT A (2003).
Testicular cancer and Hodgking's disease: evaluation of semen quality HUMAN REPRODUCTION vol. 18 pp. 796-801

GIAMPIETRI C; PETRUNGARO S; KLINGER FG; COLUCCIA P; PAONE A; VIVARELLI E; FILIPPINI A; DE CESARIS
3; DEZCI):EI)_IISEr A(/)\,' ZIPAROQ E. (2006). c-Flip expression and function in fetal mouse gonocytes FASEB JOURNAL
an; 1124-6.

ROMANO F: CHTARENZA C; PALOMBI F; FILIPPINI A; PADULA F; ZIPARO E.; DE CESARIS P (2005). Platelet-
derived growth factor-BB-induced hypertrophy of peritubular smooth muscle cells is mediated by activation of p38
MAP-kinase and Rho-kinase. JOURNAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY J Cell Physiol Apr;207(1):123-31.

STARACE D: RICCIOLI A: D'ALESSIO A; GIAMPIETRI C: PETRUNGARO S; GALLI R: FILIPPINI A; ZIPARO E.: DE
CESARIS P. (2004). Characterization of si?naling gcn‘hwag/s leading to Fas expression induced by TNF-alpha: pivotal
role of NF-kappaB. FASEB JOURNAL vol. I9 pp.473-47

GIAMPIETRI C.; PETRUNGARO S.; COLUCCIA P.; D'ALESSIO A.; STARACE D.; RICCIOLI A.; PADULA F.; ALNEMRI
E.. PALOMBI F.; FILIPPINI A.; ZIPARO E.; DE CESARIS P. (2003). FLIP is expressed in mouse testis and protects
germ cells from apoptosis. CELL DEATH AND DIFFERENTIATION vol. 10 pp. 175-184
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UNITA' 3: FRANCAVILLA

Modificazioni istologiche 2 ultrastrutiurali ¢ parete confre (i rilz
2

z cellula contrattile caput /I)Jrhrhrr 10 urano in condizion
normali 2 in ostruzionz post-infiammatoria/congznita

10 pz azo: 5 CBAVD

5 ostruz. post-infiammatoria
controlli normali da orchiectomia per K testis

Associazione fenotipo ultrastrutturale e funzionale: transizione da cells
mioide (MYO) a cell muscolare liscia ad attivita contrattile,
proliferativa e secretiva (SMC)

@Valu‘razione IH markers SMC differenziata e proliferante (SM2 e
SMemb) e SMC attivata da danno (Collageno IV e Fibronectina)
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RISULTATI

MO: parete contrattile tubuli in sede ostruzione fortemente ispessita
no differenza fra tipo di ostruzione

Cells mioidi piatte della parete contrattile sostituite da cells muscolari

liscie poligonali proliferanti e con fx contrattile e secretoria

Mormalz OsTruito

Az B s
IH: Caput ostruito b /o LN B 4]
markers SMC indiffe ' - = 4 R * o T
(collageno IV e fibrot =4
A ET-1in parete con . =

= Shig0 B _
N F meccaniche supc v - == O F s S5 5ne da
fenotipo differenziat - %" W Y eeTSRah
contemporaneamente 22 ; : _ e, 'a;,{-_..ﬁ.
proliferante/secerne *: = i _ﬁﬁ;}jﬁr
Ruolo della ET-1 SR A Lt NS S
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UNITA' 4: MAGGI

Meccanisimi implicati nel Trasporto epididimario dzgli
spermatozoi: ruolo rlfJJi ZS'Tr’ogz‘nI (ES) nzl modularz
risposta contrattile a ET-1

Effetto replacement T e ES in modello coniglio

ipogonadico con analoghi GnRH RS
1. Emax risposta contrattile a ET-1 ridotta in ipogonadico

response (%)

-
& .
o 5o betro 1
v a
) 5
v e [ &
b i - LnRH analo
b w —a ; B ol - i
LRRLLLLLL B LR LA B ARl B EL R R B LU IR R L, LR RLLL AR BLELR LI L, BRI B Ll B L
([ 1w " " i [ ™ " [ [ iy 15 . " ([
[ET-1] (M) [ET-11 (M)

> |Controllo ES endogeni ed esogeni risposta contrattile da ET-1
2 Effetto ES diretto su ET-1? No alterazioni ET-1 e ETA/ETB

7° Congresso Societd Italiana Andrologia Medica, Firenze 2006




Loop sistema OT 2 ET-1 nzlla risposta contrartile?

Antagonisti OTR (atosiban e OTA) competono con ET-1 senza alterare il
legame con il R e inibiscono contrattilita indotta da ET-1e da OT
in preparati epididimo animale e uomo

ET-1 stimola rilascio OT locale da epididimo umano/coniglio (IH e RT-PCR)

ET-1 lega recettori ETA e 1 secrezione toooer 24h
OT in cellule di epitelio epi coniglio -
1000 T

0.1 1 10 100 1000

[ET-1] (nh}
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)

Sistema calcio sensibilizzante

Effetto ormoni s2ssuali steroidzei su sistema RProA/ROY

Attiva contrazione cells muscolari lisce bloccando fosfatasi MLC
RhoA/ROK in epi coniglio ipogonadico/trattato steroidi
Studi funzionali contrazione con letrozolo e inibitori ROK

CO4: Dr.ssa Filippi

OT/FT-l (R)
PlLC Via calcio-sensibilizzante
[ga]i RhT\/RoK
e MLC fosfa
Mﬁ.CK
P/?/\LC

Actina/miosina

ES attivano sistema Rho

A/ROK

b
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CONCLUSIONI

ES upregolano contrattilita indotta da ET-1 in epididimo
nhon attraverso effetto diretto sul sistema

OT media la risposta contrattile allET-1 dipendente dagli
ES

ET-1 stimola liberazione di OT da epitelio epididimo
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PUBBLICAZIONI UNITA' FRANCAVILLA e
MAGGL

1. PELLICCIONE F; CORDESCHI G; BOCCHIO M; SAGONE P; FRANCAVILLA F;
FRANCAVILLA S. (2005). Immunophenotypical characterisation of contractile cells in
caput epididymidis of men affected by congenital or postinflammatory obstructive
azoospermia. MOLECULAR HUMAN REPRODUCTION vol. 11 pp. 289-294

2. F.PELLICCIONE; 6. CORDESCHI; V. GIULTIANTI; P. DABRIZIO; S. NECOZIONE; L.
NEGRI; M.; MANCINTI; P. SAGONE; F. FRANCAVILLA; 6.M. COLPI; FRANCAVILLA S.
(2004). The contractile wall of the caput epididymis in men affected by congenital or
postinflammatory obstructive azoospermia. JOURNAL OF ANDROLOGY vol. 25 pp. 417-
425

3. FILIPPI S; MORELLI A: VIGNOZZTI L; VANNELLI GB: MARINI M; FERRUZZT P;
MANCINA R; CRESCIOLTI C; MONDAINI N; FORTI G; LEDDA F; MAGGTI M. (2005).
Oxytocin mediates the estrogen-dependent contractile activity of endothelin-1 in human
and rabbit epididymis. ENDOCRINOLOGY vol. 146 pp. 3506-3517
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Elucidati meccanismi fisiopatologici contrattilita
epididimo in uomo e modello animale

Ruolo sistema Fas/FasL in fisiopatologia del
gamete maschile e dell'apparato riproduttivo

Stretta collaborazione e interdigitazione fra le
unita
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