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INTRODUZIONE

e Premesse generali

I leucociti nell’apparato riproduttivo maschile e femminile, determinati

rispettivamente nel liquido seminale e nel muco cervicale, svolgono

un’importante ruolo immunologico contro patogeni e di clearance

fagocitica di spermatozoi morfologicamente atipici. Le problematiche

aperte sul significato di leucocitospermia nell’infertilita da fattore

maschile hanno sollevato alcune domande scientificamente

provocatorie come sottolineato da alcuni titoli “Seminal leukocytes:

passengers, terrorists or good samaritans ?( Aitken et al., 1995) e "

Semen leukocytes: friends or foes?" (Kiessling ef al.,1995) ed in alcuni

casi non si possono trarre conclusioni certe.. E> semplicistico e riduttivo

pensare che le proprieta difensive o di interferenza sul processo

riproduttivo possano riflettere il potenziale armamentario funzionale

affidato ai soli leucociti polimorfonucleati neutrofili (unica

subpopolazione ad essere analizzata routinariamente secondo gli



standard del manuale WHO. La risposta adattativa dell’ospite in

condizioni di infertilita da patologie a decorso cronicizzato, si articola

piuttosto in una risposta dinamica dove gli effettori finali (citochine,

autoanticorpi antinemasperma, ROS) sono rilasciati da ben altre

subpopolazioni leucocitarie (linfociti € monociti) molto spesso

sottodimensionate e non prese in giusta analisi.

Nell’apparato riproduttivo femminile, i leucociti presenti svolgono

inoltre ’importante funzione di stabilire la tolleranza immunitaria per

gli spermatozoi e un embrione / feto. In letteratura, lo studio di

determinazioni di biomarkers nelle flogosi cervicali ¢ poco sviluppato

con una serie di limiti metodologici ed interpretativi maggiori rispetto

al modello maschile.



e Modello clinico di patologia infiammatoria cronica genitale
maschile: leucociti nel seme.

L'infertilitd ¢ un problema diffuso tra le coppie di tutto il mondo. E
clinicamente definita come fallimento di una coppia di concepire dopo
un anno di rapporti sessuali regolari. E’ stato dimostrato che il fattore
maschile ¢ implicato nel 20%-50% dei casi di infertilita (Jarow, 2007).
L'analisi dello sperma ¢ il principale strumento di screening per la guida
alla diagnosi. Tra 1 parametri valutati nelle analisi del liquido seminale
vi ¢, oltre alla concentrazione, motilita e morfologia degli spermatozoi,
anche la conta dei globuli bianchi. Secondo I'Organizzazione Mondiale
della Sanita (WHO), nel seme una conta leucocitaria >1 x 10%/ml &
indicativo di leucocitospermia (WHO, 2010). Un conteggio elevato di
leucociti si trova nel liquido seminale di circa il 15%-30% degli uomini
infertili, anche in assenza di sintomi infiammatori o di infezione
batterica e in circa il 10% degli uomini fertili (Wolff,1995; Zorn et
al.,2000; Krause et al .,2002; Gambera et al., 2007). La condizione di

leucocitospermia pud essere un indicatore di infezione del tratto



genitale maschile o infiammazione. Tuttavia, in assenza di noxe
microbiche, tale condizione puo derivare da altri fattori che procurano
risposta infiammatoria nel liquido seminale come ad esempio il fumo
di sigaretta, uso di alcol, droghe o I’eta (Esteves,2002; Saleh et al.,2002;
Maneesh et al.,2006; Cocuzza et al., 2008). Studi sull'influenza
negativa della leucocitospermia sulla fertilita maschile danno risultati
non univoci. Infatti alcuni studi non hanno trovato nessun effetto
negativo (Cottel et al., 2000; Rodin et al.,2003) ma molti altri correlano
la presenza di leucociti nel liquido seminale, anche a basse
concentrazioni(0.2x10%/mL), a parametri seminali convenzionali
deteriorati, in particolare morfologia e motilitd (Thomas et al., 1997;

Esfandiari et al.,2002; Aziz et al,2004).

Ad aggiungere confusione alcuni Autori hanno postulato che in
condizioni fisiologiche i leucociti nel liquido seminale da essi stimati
in concentrazioni tra 1-3 mil/ ml favorirebbero, attraverso un effetto
scaveging mediato da citochine prodotte appunto dai leucociti, una

migliore spermiazione tubulare e primi effetti sulla maturazione



spermatica durante il transito didimo-epididimale, con effetto finale di

aumento della concentrazione degli spermatozoi con normale profilo

morfologico, con acquisizione di migliore proprieta di reazione

acrosomiale (Tomlinson et al.,1992; Kaleli et al.,2000).

D’altra parte, un fronte diametralmente opposto di ricercatori di settore,

segnala una serie di potenziali meccanismi attraverso 1 quali la

leucocitospermia potrebbe indurre danni allo sperma, principalmente

dovuti ad una iper-produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS).

La discrepanza apparente delle due correnti di pensiero starebbe proprio

nei livelli di ROS: “bassi” in condizioni fisiologiche, con ruolo

favorevole a una maggiore e progressiva competenza biofunzionale

spermatica durante il periodo di permanenza spermatiche nelle prime

vie escretici spermatiche (Griveau et al., 1997); in condizioni

patologiche livelli di ROS piu elevati provocano un disequilibrio nella

bilancia ossidativi (fattore pro-ossidanti/ proprieta antiossidanti)

realizzando un quadro finale di stress ossidativi a vari livelli anatomo-

ghiandolari. Sotto questo aspetto, alcuni studi hanno dimostrato che lo



stress ossidativo pud associarsi a condizioni di infertilita da fattore
maschile attraverso alterazioni nella regolazione della spermatogenesi,
provocando difetti strutturali a livello degli spermatozoi (Gil-Guzman
et al.,2001; Ollero et al.,2001). A livello subcellulare a stato dimostrato
che vi ¢ un aumento delle alterazioni e dei danni nel DNA spermatico
(Sharma et al.,2001; Alvarez et al., 2002; Henkel et al.,2005) e nel
DNA mitocondriale e inibendo la produzione di ATP intracellulare (De
Lamirande et al.,1992Villegas et al.,2005). Senza una corretta
produzione di ATP si ha un’alterazione sia della funzionalita che della

motilita degli spermatozoi (Pentyala et al.,2007).

Il valore-soglia della concentrazione di leucociti nel seme suggerita
dalla WHO ¢ stato contestato come troppo alto a causa degli effetti
negativi che 1 leucociti seminali hanno sugli spermatozoi anche a livelli
piu bassi. E’ stato infatti dimostrato che anche concentrazioni di
leucociti <1,0 x 10%ml possono associarsi ad una significativa
diminuzione della motilita e integrita del DNA. Inoltre, studi precedenti

hanno riportato elevate conte batteriche pur in presenza di basse



concentrazioni di leucociti e anormale morfologia degli spermatozoi gia
a partire da 0,5 x 10%ml (Thomas et al, 1997; Punab et al.,2003;

Mahfouz et al.,2010).

Questi risultati contrastanti sul ruolo da assegnare ai leucociti presenti
nel seme sono dovuti, essenzialmente, ai diversi metodi di colorazione
e di conteggio dei leucociti seminali, oltre ai diversi criteri di selezione
utilizzati per 1 gruppi di studio e i gruppi di controllo, oppure possono
riflettere una eterogenea eziologia della leucocitospermia. L’analisi
delle popolazioni leucocitarie nel liquido seminale, utile nella diagnosi
e nel monitoraggio terapeutico delle infezioni del tratto genitale
maschile e di malattie a trasmissione sessuale o di malattie autoimmuni,
¢ spesso difficile da eseguire a causa della bassa percentuale di leucociti
o dell’alto numero di spermatozoi. Da una prima analisi delle diverse
edizioni di Linee-guida per la standardizzazione dell'esame seminale
umano sviluppate dalla WHO emerge che a differenza delle modifiche
temporali subite nelle varie edizioni della WHO degli altri parametri

spermatici convenzionali (concentrazione, percentuale di motilita totale



e progressiva, percentuale di forme normali), il conteggio dei leucociti
¢ rimasto inchiodato nel tempo sempre allo stesso valore-soglia (>1 x
10/mL) senza subire alcuna variazione nonostante le critiche sollevate

in letteratura su tale aspetto specifico.

Per un maggior chiarimento di aspetto intricato ruolo dei leucociti

possono tornare utili alcune altre specificazioni intrinseche.

Innanzitutto, in microscopia ottica il metodo di colorazione routinaria
dei leucociti nel seme non ¢ nella pratica clinica un metodo affidabile
per rilevare e differenziare accuratamente 1 leucociti nelle diverse
subpopolazioni (in analogia con quanto si considera nella pratica clinica
ematologica) ed una loro apparente bassa concentrazione non esclude
di per s€ una condizione di flogosi/infezione delle ghiandole accessorie
sessuali maschili (prostata, vescicole seminali, epididimi) specie se
cronicizzate. In secondo luogo, esiste un cruciale ed importante aspetto
metodologico che sta nella diagnosi differenziale di laboratorio

seminologico tra leucociti e cellule germinali immature che
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nell’insieme costituiscono la popolazione di “cellule rotonde” (round

cells): infatti 1 globuli bianchi non possono essere distinti facilmente

dalle cellule germinali immature a causa della loro simili colorazioni e

caratteristiche citomorfologiche. Anche per questo motivo, il manuale

della WHO raccomanda 1’utilizzo di un colorante citochimico (a base

di orto-toluidina) specifico per Dattivita perossidasica leucocitaria

(Endtz et al., 1974), caratteristica propria dei granulociti. Purtroppo il

metodo della colorazione perossidasica ha due svantaggi: non rileva 1

granulociti attivati che hanno gia rilasciato i propri granuli e non rileva

altri tipi di leucociti che non esprimono la perossidasi, come i

macrofagi, 1 monociti e 1 linfociti.

Ecco perché finalmente, per studiare 1 meccanismi con cui i leucociti

possono causare alterazioni dei parametri spermatici convenzionali e

non-convenzionali (biofunzionali), ¢ stata essenziale la determinazione

della “totalita” della popolazione leucocitaria (che sfrutta anticorpi

monoclonali marcati in fluorescenza: metodo immunocitochimico con

Ab anti pan-leucocitario CD-45, antigene panleucocitario comune, cosi

11



definito in quanto espresso da tutte le classi di leucociti umani) nel
liquido seminale (Vicari, 1999; La Vignera et a/.,2013) di categorie di
pazienti infertili con infezione cronica delle ghiandole accessorie
maschili (male accessori gland infections, MAGI), dimostrando una
“elevata”, “intermedia” o “piu bassa” risposta inflammatoria (in termini
di leucocitospermia ed iperproduzione di ROS) rispettivamente nel

seme di pazienti con prostato-vescicolo-epididimite, prostato-

vescicolite e prostatite (Vicari, 1999).

Pertanto, la colorazione immunoistochimica con 1’utilizzo di anticorpi

monoclonali anti pan-leucocitari CD45+, cioé contro tutte Ile

sottopopolazioni leucocitarie, ¢ ormai considerata da molti come il gold

standard per una lettura al microscopio ottico nell’analisi dei leucociti

nel liquido seminale, ma ¢ un metodo costoso, che richiede tempo e non

¢ standardizzato (Wolff et al, 1988; Eggert-Kruse et al., 1992;

Kiessling et al., 1995). Inoltre ¢ stata riportata in molti studi (Keel,

2004) la variabilita inter osservatore e intra-osservatore, che porta a

letture diverse dello stesso campione di liquido seminale.

12



Vari metodi sono stati proposti per migliorare l'affidabilita dell’esame

del liquido seminale, come ad esempio un contatore Coulter

(Brotherton et al., 1974), o l’analisi effettuata tramite dei software

C.A.S.A. (computer assisted sperm analizer) (Boyers et al., 1989) ,ma

fin ad ora, nessuno di questi approcci si sono dimostrati realmente utili

per le applicazioni di routine.

Negli ultimi anni, la citofluorimetria a flusso ¢ entrata nel laboratorio

di Andrologia ed ¢ stata ampiamente utilizzata per valutare

caratteristiche bio-funzionali e strutturali degli spermatozoi come: la

struttura della cromatina (Pasteur et al, 1994), la funzione

mitocondriale (Graham et al., 1990), lo status acrosomiale (Thomas et

al., 1997), gli anticorpi antispermatozoi (Ke et al, 1995), difetti

spermatogenetici (Levek-Motola et al, 2005) e molto altro. Il vantaggio

della citofluorimetria a flusso ¢ che molte migliaia di cellule possono

essere analizzate in pochi secondi, dando una valutazione

statisticamente piu precisa tramite una tecnica riproducibile. Questa

tecnica, se usata insieme ad anticorpi monoclonali, permette una rapida

13



analisi multiparametrica delle particelle ed ¢ adatto per il conteggio

leucociti seminali (Ricci et al., 2000).

Altre applicazioni dei metodi in citofluorimetria sono state: il conteggio
degli spermatozoi basato sulla colorazione del DNA (Spano et al.,
1984); il rapporto di cellule ad una concentrazione nota di fluorosfere
sia in specie di mammiferi (Evenson et al ., 1993) che nel liquido

seminale umano (Eustache et al., 2001).
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. Modello clinico di patologia infiammatoria cronica genitale

femminile: leucociti nel muco cervicale.

L’apparato riproduttivo femminile ha due funzioni principali:

protezione contro 1 cambiamenti microbici € mantenimento, fino al

termine, della gravidanza. L’apparato riproduttivo superiore comprende

le tube di Falloppio, l'utero e I’endocervice mentre il tratto inferiore ¢

costituito dalla portio e la vagina. Le cellule immunitarie che risiedono

nel tratto riproduttivo svolgono ruoli contraddittori: mantengono

I''mmunita contro gli agenti patogeni vaginali nel tratto inferiore e nel

tratto superiore stabiliscono la tolleranza immunitaria per gli

spermatozoi € un embrione / feto. Il sistema immunitario ¢

significativamente influenzato dagli ormoni steroidei sessuali, anche se

1 leucociti nei mancano dei recettori per estrogeni e progesterone. I

leucociti, in entrambe le parti dell’apparato riproduttivo, sono distribuiti

come aggregati o dispersi nello strato epiteliale, lamina propria e

stroma. (Ki Lee et al .,2015). Capire il sistema immunitario del tratto

riproduttivo femminile contribuira in modo significativo alla salute

15



delle donne e del successo in gravidanza. La mucosa del tratto

riproduttivo femminile ¢ diversa tra la vie superiori e inferiori. Mentre

il tratto riproduttivo femminile superiore € coperto da un singolo strato

epitelio colonnare, il tratto inferiore € costituito da un singolo strato di

epitelio non cheratinizzato stratificato, che forma una barriera piu

protettivo (Trifonova et al.,2014). Negli ultimi decenni, molti

ricercatori si sono concentrati sui cambiamenti ciclici dei tessuti

endometriali uterini e le loro cellule immunitarie. Tuttavia le

caratteristiche del sistema immunitario e il ruolo di ciascuna delle

cellule immunitarie nel tratto riproduttivo femminile sono ancora

dibattute.

Pochi studi hanno indagato il modo con il quale 1 microrganismi

vengono trasportati attraverso le mucose (Edwards et al.,1985; Parr et

al.,1990) e le variazioni specifiche dei componenti cellulari associati

con la progressione o eliminazione delle infezioni (McKenzie et

al.,1991; Gallichan et al.,1998). In particolare, studi sulla distribuzione

di cellule immunocompetenti del tratto genitale femminile hanno dato

16



risultati contrastanti. Alcuni autori hanno trovato piu linfociti T CD4 +

rispetto ai linfociti T CD8 + (Olaitan et al.,1996; Cohen et al.,2000),

mentre altri Autori hanno trovato che le cellule T CD8 + siano piu

numerose rispetto ai linfociti T CD4+ (Given et al.,1997). I risultati

contrastanti e la loro difficile interpretazione finale dipende dalla

variabilita nei metodi utilizzati per raccogliere campioni, la selezione

dei soggetti e le diverse tecniche di valutazione.

In letteratura, lo studio di determinazioni di biomarkers nelle flogosi

cervicali incontra una serie di limiti (Castle & Giuliano, 2003):

* Sebbene citochine proinfiammatorie (quali TNF-alpha, IL-1beta,

ed IL-6) di derivazione monocitica-macrofagica siano prodotte

in corso di infezione da T. vaginalis (Han et al, 2009) o di

Clamydia trachomatis (Agrawal et al, 2011), non si conosce del

tutto quanto 1 livelli di biomarkers (leucociti, citochine) di flogosi

cervicale possano essere rappresentativi di esposizione, danno o

risposta immunitaria.

17



Tali determinazioni non sono ancora sufficientemente

riproducibili, né si ¢ stabilita una maggiore valenza immunitaria

(rispetto a determinazioni plasmatiche o sieriche degli stessi

biomarkers).

Sono altresi necessari studi metodologici standardizzati

(insufficiente prelievo per poter determinare piu citochine;

modalita di prelievo unico o multiplo nel tempo);

Nuove metodiche possono essere promettenti, quali: recycling

immunoaffinity chromatography (RIC), citofluorimetria, protein

microarrays (Vignali, 2000).

Nel presente disegno di studio, oggetto della tesi di Dottorato di

Ricerca, a nostra conoscenza del tutto originale in letteratura, abbiamo

voluto identificare le sub-popolazioni leucocitarie in citofluorimetria

utilizzando una matrice biologica (muco cervicale) ed un modello di

patologia riproduttiva femminile da infezione virale (donne HPV

18



positive, HPV+) vs gruppo di controllo (donne sane HPV negative,

HPV-).

L’epitelio della cervice uterina umana comprende differenti tipi di
cellule secretorie che, nelle sue diverse parti, variano per natura e
quantita di granuli secretori. I secreti di queste cellule contribuiscono
alla formazione del muco. Sono gli ormoni ovarici che controllano la
secrezione di muco: il 17b-estradiolo stimola la produzione di una
grossa quantitd di muco acquoso, mentre il progesterone inibisce

I’attivita delle cellule secretorie.

La quantita della secrezione di muco cervicale mostra variazioni
cicliche: in donne normali in eta riproduttiva, la produzione giornaliera
di muco varia da 500 ml a meta ciclo fino a meno di 100 ml negli altri
periodi. Inoltre, anche una piccola quantita di fluido proveniente
dall’endometrio, dalle tube ed anche dal follicolo contribuisce a
costituire il muco. Sono infine presenti leucociti e residui cellulari

dell’epitelio uterino e cervicale. Il muco cervicale € un idrogel, formato

19



da una componente ad alta viscosita ¢ da una componente a bassa

viscosita, che comprende elettroliti, composti organici e proteine

solubili. La componente ad alta viscosita ¢ costituita da una rete

macromolecolare di mucina, che ¢ la prima responsabile delle

caratteristiche reologiche del muco. La mucina cervicale € un sistema

fibrillare formato da sub unita che sono costituite da un core peptidico

e da catene laterali di oligosaccaridi. Le alterazioni cicliche dei

costituenti del muco cervicale umano possono influenzare la capacita

penetrativa degli spermatozoi e la loro sopravvivenza (WHO, 2010).

Un’infezione persistente da Papillomavirus Umani (HPV) ¢ causa

necessaria dell’insorgenza del cervico-carcinoma e delle sue lesioni

pre-cancerose. I circa 40 genotipi di HPV che infettano la mucosa

genitale vengono suddivisi in alto rischio (HR-HPV) e basso rischio

(LR-HPV) oncogeno a seconda della alta e bassa associazione con la

neoplasia cervicale (Lorincz et al,1992):

1. a basso rischio (HPV 6/11, 42, 43, 44)

2. rischio intermedio (HPV 31, 33, 35, 51, 52, 58)

20



3. ad alto rischio / HPV 16
4. ad alto rischio / HPV 18.

L’insorgenza e progressione delle lesioni preneoplastiche cervicali ¢,

pero, associata non solo alla presenza di HPV ad alto rischio, ma,

soprattutto, a rallentata clearance virale per oltre 18 mesi, alla capacita

di integrazione degli HPV ad alto rischio ¢ alla conseguente sovra-

espressione delle oncoproteine E6/E7.

Pertanto capire il sistema immunitario del tratto riproduttivo femminile

¢ estremamente importante nella gestione delle infezioni sessualmente

trasmissibili, tra cui HPV, e nel miglioramento dei risultati di fertilita e

la gravidanza.
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SCOPI DELLA RICERCA

Utilizzando 2 modelli clinici di studio di patologia riproduttiva

rappresentati da uomini con bassa ed elevata concentrazione di leucociti

nel liquido seminale e da donne affette da HPV abbiamo mirato ai

seguenti obiettivi:

obiettivo principale (primary outcome), comprendente analisi e

differenziazione delle subpopolazioni leucocitarie (con I'utilizzo di

anticorpi monoclonali in analisi citofluorimetrica) nel liquido seminale

e nel muco cervicale;

obiettivo secondario (solo nel modello clinico maschile), comprendente

(in analisi citofluorimetrica) i1 cosiddetti parametri spermatici non

convenzionali: la funzione mitocondriale spermatica (con colorazione

JC-1), ’esternalizzazione della fosfatidilserina PS (tramite la doppia

colorazione Annessina V/ioduro di propidio PI) indicatore di una

apoptosi precoce delle cellule, la compattazione della cromatina

(colorazione PI) e la frammentazione del DNA (TUNEL test).
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MATERIALI E METODI

e [ parte: casistica derivata dal modello clinico di patologia

infiammatoria cronica genitale maschile

Un totale di 105 pazienti sono stati arruolati presso I’U.O.C. di

Andrologia ed Endocrinologia (Policlinico G. Rodolico) dell'Universita

di Catania, sede dei Laboratori principali di svolgimento della ricerca.

La casistica su suddivisa in tre gruppi sulla base della conta iniziale dei

leucociti seminali stimata con il test colorimetrico della perossidasi

(Endtz test):

gruppo di Controllo, comprendente 25 soggetti fertili con conta

leucocitaria pari a 0 mil/ml;

gruppo I ,comprendente 40 pazienti con moderata concentrazione di

leucociti nel liquido seminale (conta leucocitaria 0.2 - 0.9 mil/ml);

gruppo II, comprendente 40 pazienti con leucocitospermia. (conta

leucocitaria >1mil/ml).
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Criteri di esclusione

Varicocele (non trattato o trattato);

Idrocele;

Patologie testicolari primitive (desunte da esame ecografico);

Malattie genetiche (cariotipo alterati e / o la presenza di

microdelezioni del cromosoma Y);

Storia clinica di criptorchidismo;

Malattie sistemiche (malattie renali, malattie epatiche, e diabete

mellito);

Fumo di sigaretta;

Consumo di alcol;

Uso concomitante di altri farmaci durante 1 precedenti 6 mest,

Infezioni microbiche delle ghiandole accessorie maschili

(MAGI).
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I PARTE: METODOLOGIA
Analisi standardizzata del liquido seminale (secondo WHQO,2010)

I campioni di liquido seminale sono stati raccolti tramite ipsoazione in

contenitore sterile dopo 2-5 giorni di astinenza sessuale e sono stati

portati al laboratorio entro 30 minuti dopo l'eiaculazione. Per tutti 1

pazienti, I'analisi dello sperma ¢ stata ripetuta 2 volte a circa 4 settimane

di distanza. Secondo le linee guida dell'WHO del 2010, un’aliquota di

ogni campione ¢ stato valutato per il volume, pH, numero di

spermatozoi, motilita progressiva, la morfologia e la concentrazione

cellule rotonde.

Misurazione dei leucociti e cellule germinali immature

a) Leucociti seminali (perossidasi Test)

Il protocollo utilizzato ¢ stato adattato da quello di Endtz (1974). La

soluzione di lavoro utilizzata per la prova ¢ stato ottenuta aggiungendo

I pl di H;O, a 20 pl di una soluzione madre allo 0,09% 3,3'-
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diaminobenzidina di tetraidrocloride (DAB, ISOPAC, Sigma, Milano,

[talia) in 40% di etanolo.

In ogni saggio, 20 pul di sperma ¢ stato incubato con 20 pl di soluzione

di lavoro in una provetta Eppendorf per 5 minuti a temperatura

ambiente. Prima di preparare il vetrino, sono stati aggiunti 40 pl di PBS.

Le cellule perossidasi-positive sono state caratterizzate da una

colorazione giallo-marrone-rosso, mentre le cellule perossidasi-

negative sono rimaste incolore. Sono state contate almeno 100 cellule

con microscopio ottico a 400x e sono stati valutate le percentuali di

cellule perossidasi-positivi € quelle negative. Il conteggio totale dei

leucociti ¢ espressa in milioni per millilitro di sperma.

b) Cellule germinali immature nel liquido seminale

Gli spermatidi sono stati differenziati da leucociti da uno striscio di

liquido seminale colorato con la tecnica di Papanicolaou (Johanisson et

al,2000). Gli spermatidi sono stati individuati sulla base dei seguenti
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parametri: colorazione, dimensione, forma e dimensione nucleo (circa

5 uM) e assenza di perossidasi intracellulare. Morfologicamente, gli

spermatidi  multinucleati sono stati distinti  dai  leucociti

polimorfonucleati dalla presenza di colore rosa in contrasto con il

colore bluastro di leucociti polimorfonucleati.

Valutazione citofluorimetrica

a. Principi essenziali della tecnica

L'analisi ¢ stata condotta con un citofluorimetro EPICS XL (Coulter

Electronics, IL, USA), equipaggiato con un laser ad argon a 488 nm e

tre rivelatori di fluorescenza: verde (FL-1 a 525 nm), arancione (FL-2-

575 nm) e rosso (FL-3 a 620 nm). Per ogni campione, 100.000 eventi

sono stati misurati ad una bassa velocita di flusso e analizzati

utilizzando System II, versione 3.0.

b. Analisi citofluorimetrica delle sub  popolazioni

leucocitarie

Per eseguire la conta leucocitaria assoluta, 100 ul di ogni campione di

sperma liquefatto sono stati lavati con 1 ml di PBS. Dopo la
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centrifugazione, a 5600rpm per 5°, il surnatante ¢ stato rimosso e il

campione ¢ stato incubato con una miscela contenente Syto-16

fluorescente per identificare gli spermatozoi ed escludere detriti

(concentrazione finale 200 nM) (Molecular Probes, Eugene, Oregon,

USA) e gli anticorpi necessari per individuare le sub-popolazioni

leucocitarie. Le diverse sub-popolazioni vengono identificate grazie

alle differenze antigeniche delle relative membrane cellulari. Gli

anticorpi utilizzati, marcati con fluorocromi di diverso colore, sono:

anti-CD45- ECD (antigene pan-leucocitico) marcato in rosso

per riconoscere la “totalita dei leucociti” del seme;

- anti -CD16-FITC marcato in verde per riconoscere PMN;

- anti-CD14-PE  marcato in arancio per riconoscere i

macrofagi/monociti;

- anti —-CD3- FITC/PE (antigene pan T specifico);

- anti -CD8- PE anticorpo anti linfociti T suppressor;

- anti- CD4- FITC anticorpo anti linfociti T helper.
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L'aggiunta di 100 pl di Flow-Count Fluorospheres (Beckmann-Coulter,

Fullerton, CA, USA) in 1034 perline / mL ci ha permesso di

determinare la conta leucocitaria assoluta mediante citometria a flusso.

Dopo incubazione al buio per 20 minuti a temperatura ambiente, ¢ stato

aggiunto 1 ml di PBS e il campione ¢ stato analizzato mediante

citofluorimetria (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA,

USA). Per ogni esame, sono stati acquisiti 100.000 eventi. Il numero

totale di leucociti per millilitro € stato calcolato secondo la seguente

formula (Ricci ef al.,2000):

Yoo mreemeoclornad andibedy positive cellgx<no. of spervadozoon Sl
1)

c. Analisi citofluorimetrica dei parametri spermatici non

convenzionali

Colorazione JC-1

Una sospensione di 1 x 10° cellule/mL di ogni campione ¢ stata

incubata al buio con JC-1 (Space Import-Export, Milano, Italia),per 10-
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15minuti a 37°C per definire il potenziale di membrana mitocondriale

(MMP) .

Test ANNESSINA V/PI

La colorazione con Annessina V/PI ¢ stata eseguita utilizzando un Kit
disponibile in commercio (Annexin V-FITC Apoptosis detection kit,
BeckmanCoulter,IL). Un’aliquota contenente 1 x 106 <le/m] dopo
lavaggio in PBS, ¢ stata risospesa in 0.5ml di binding buffer, marcato
con 1 pldi Annexin V-FITC e 5 pl di PI e incubato al buio per 10 minuti
a 5°C e immediatamente analizzato. Il segnale ¢ stato rilevato attraverso
i rilevatori FL-1 (FITC) and FL-3 (PI). I diversi modelli di marcatura
nell'analisi bivariate PI / annexinV identifica differenti popolazioni di
cellule: annessina-negativo e PI- negativo sono stati designati come
cellule vive; annessina-positivi e PI-negativi come spermatozoi con PS

esternalizzata (cellule apoptotiche precoci).

30



Colorazione con PI

Un’aliquota di sperma contenente 1 x 10° cellule/ml ¢ stato centrifugato
a 500g per 10 minuti a temperatura ambiente. Una volta rimosso il
surnatante gli spermatozoi sono stati incubati a T.A. per 10 minuti al
buio con LPR DNA-Prep Reagent contenente 0.1% di cianuro potassio,
0.1%NaN3, detergente non ionico (BeckmanCoulter,IL). Dopo sono
stati incubati a T.A. per 10 minuti al buio con Stein-DNA- Prep reagent
contenente 50pug/ml di P1(<0.5%), RNAsi Tipo A (4 Kunits/ml), <0.1%

NaN3.

Test TUNEL

I1 TUNEL test ¢ stato effettuato utilizzando il Kit Apoptosis Mebstain
Kit (BeckmanCoulter,IL). Come da protocollo, il controllo negativo ¢
stato attenuto non aggiungendo TdT alla miscela di reazione; il
controllo positivo ¢ stato ottenuto dal pretrattamento degli spermatozoi
con 1 pg/mldi RNAsi-free deossiribonucleasi 1 (Sigma Chemical) a

37°C per 60 minuti prima della marcatura.

31



Analisi Statistica

Tutti 1 risultati sono stati riportati come media £ SEM. Le variazioni
delle medie dei gruppi di studio tra loro e vs il gruppo di controllo sono
state analizzate tramite il #-student’s test. Una differenza statistica ¢

stata definita significativa con valori di p<0.05.
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MATERIALI E METODI

e I parte - Casistica derivata dal modello clinico di patologia

infiammatoria cronica genitale femminile

Un totale di 22 donne fertili sono state arruolate presso 1’ambulatorio di

colposcopia dell’U.O.C. di Ginecologia ed Ostetricia dell'Universita di

Catania (Policlinico G. Rodolico). Sono state suddivise in:

Controllo (n=9 soggetti HPV -)

Gruppo A (n=13 pazienti HPV+)

Al gruppo A appartengono donne HPV + aventi sia genotipi virali a

basso rischio che ad alto rischio. Dal gruppo A inoltre ¢ stato estrapolato

a parte un subgruppo (gruppo B) costituito solo da donne HPV+ con

genotipi (16/18) ad alto rischio.

Criteri di inclusione

- infezione da HPVpositivo

- basso grado CIN-1

- segni colposcopici di HPV
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- eta> 18 anni

Criteri di esclusione

- Menopausa;

- Pap-Test positivo;

- Malattie genetiche;

- Malattie sistemiche;

- Fumo di sigaretta;

- Consumo di alcol;

- Uso concomitante di altri farmaci durante i precedenti 6 mesi.

IT PARTE: METODOLOGIA

Preparazione del muco cervicale

Da ogni donna, in fase preovulatoria, sono stati prelevati

dall’endocervice con una pipetta circa 300ul di muco cervicale. Prima

di procedere all’analisi citofluorimetrica, per promuovere il processo di

fluidificazione, ¢ stata effettuata una digestione enzimatica del muco

mediante bromelina, un enzima proteolitico ad ampia specificita. Sono
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stati preparati 10 Ul/ml di bromelina disciolta in PBS mediante

miscelazione di 15-20 minuti. Ogni campione ¢ stato diluitol:2 con 10

Ul/ml di bromelina, ben miscelato con una pipetta e incubato a 37°C

per 15 minuti. A fluidificazione completa il campione era giudicato

idoneo all’analisi delle subpopolazioni leucocitarie tramite la metodica

citofluorimetrica.

Analisi citofluorimetrica delle sub popolazioni leucocitarie

Per eseguire la conta leucocitaria assoluta, 100 pl di ogni campione di

muco cervicale liquefatto sono stati lavati con 1 ml di PBS. Dopo la

centrifugazione, a 5600rpm per 5°, il surnatante ¢ stato rimosso e il

campione ¢ stato incubato con una miscela gli anticorpi necessari per

individuare le sub-popolazioni leucocitarie. Le diverse sub-popolazioni

vengono identificate grazie alle differenze antigeniche delle relative

membrane cellulari. Gli anticorpi utilizzati, marcati con fluorocromi di

diverso colore, sono:
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anti-CD45- ECD (antigene pan-leucociti) marcato in rosso per

riconoscere la “totalita” dei leucociti del muco cervicale;

anti -CD16-FITC marcato in verde per riconoscere PMN;

anti-CD14-PE  marcato in arancio per riconoscere i

macrofagi/monociti;

- anti —CD3- FITC/PE (antigene pan T specifico);

anti -CD8- PE anticorpo anti linfociti T suppressor;

anti- CD4- FITC anticorpo anti linfociti T helper.

L'aggiunta di 100 pl di Flow-Count Fluorospheres (Beckmann-Coulter,

Fullerton, CA, USA) in 1034 sferette / mL ci ha permesso di

determinare la conta leucocitaria assoluta mediante citometria a flusso.

Dopo incubazione al buio per 20 minuti a temperatura ambiente, ¢ stato

aggiunto 1 ml di PBS e il campione ¢ stato analizzato mediante
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citofluorimetria (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA,

USA). Per ogni esame, sono stati acquisiti 100.000 eventi.

Analisi Statistica

Tutti 1 risultati sono stati riportati come media + SEM. Le variazioni

delle medie dei gruppi di studio tra loro e vs il gruppo di controllo sono

state analizzate tramite il t-student’s test. Una differenza statistica €

stata definita significativa con valori di p<0.05
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RISULTATI

e [ parte — Risultati osservati nel modello clinico di patologia

infiammatoria cronica genitale maschile

L’eta dei pazienti dei gruppi I (a bassa concentrazione di leucociti

seminali) e gruppo Il (leucocitospermia) (rispettivamente 303 e 31+6

anni) non differisce statisticamente dall’eta dei pazienti del gruppo di

controllo (32+1,5 anni) (Tabella 1).

Riguardo alla valutazione dei parametri seminali convenzionali, 1

pazienti del gruppo II mostrano concentrazione, numero totale di

spermatozoi, motilita progressiva e forme normali significativamente

(p<0,05) piu basse rispetto a quelli del gruppo di controllo (Tabella 1).

I pazienti del gruppo I esibiscono valori medi di percentuale di motilita

progressiva e di forme normali significativamente piu basse (p<0,05)

rispetto al gruppo di controllo (Tabella 1).

In Tabella 2 sono riportati i dati relativi alla conta delle subpopolazioni

leucocitarie (obiettivo primario della tesi). Per quanto riguarda la
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concentrazione di cellule CD45+ si osserva che sia i pazienti del gruppo

I che quelli del gruppo II presentano un aumento statisticamente

significativo (p<0,05) rispetto al gruppo di controllo (rispettivamente

0,4+0,1 vs 1,1+0,2 (mil/ml) e 0,4+0,1 vs 5,3+1,4 (mil/ml)).

La marcatura con le diverse combinazioni di anticorpi ha permesso di

discriminare le subpopolazioni di leucociti. In particolare 1 granulociti

sono marcati con gli anticorpi CD45+CD16+; i macrofagi/monociti con

CD45+CD14+; 1 linfociti T helper con CD45+CD3+ CD4+; 1 linfociti

T citotossict CD45+CD3+ CD8&+.

Nei due gruppi di studio (I e II) e nel gruppo di controllo Ia

sottopopolazione leucocitaria predominate ¢ quella dei granulociti e

non vi sono differenze significative tra i gruppi. Anche per quanto

riguarda la popolazione dei macrofagi e dei monociti non vi sono

differenze significative tra i tre gruppi esaminati. Per quanto riguarda la

popolazione dei linfociti T si osservano delle differenze nei vari gruppi.

Confrontando il gruppo di controllo vs il gruppo 1, il gruppo I mostra
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un aumento nella percentuale dei linfociti T helper, anche se non

significativo, (2,340,5% contro 1,6+0,8%), mentre risulta significativo

(p<0,05) I’incremento dei linfociti T citotossici (5,9+0,98% contro

1,1+1,3%). L’aumento della percentuale di cellule T si osserva anche

confrontando il gruppo di controllo vs il gruppo I11. In questo caso si ha

una significativa piu alta percentuale di linfociti T helper (8,2+2% vs.

1,6+0,8%; p<0,05) T citotossici (9,71£1,71% vs. 1,1£1,3%; p<0,05).

Infine, in Tabella 3, sono riportati i valori dei parametri spermatici non

convenzionali valutati mediante analisi citofluorimetrica.

Confrontando i risultati tra il gruppo di controllo con il gruppo I (a bassa

concentrazione leucocitaria) ¢ emerso che:

1 pazienti del gruppo I mostrano percentuali significativamente

(p<0.05) piu alte di: spermatozoi con basso potenziale di membrana

mitocondriale (MMP) (18+1,2% vs. 2,5+1,8%), spermatozoi con piu

alte percentuali di cromatina decondensata (11+4,2% vs. 6+3,2%) e di

DNA frammentato (5,5+2,6% vs. 1,2+0,8%).
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Per quanto riguarda le percentuali di cellule in apoptosi precoce,

valutata in citofluorimetria conteggiando le cellule presentanti

esternalizzazione della fosfatidilserina, e di cellule vive, valutate con il

test Annessina V/PI, non vi sono differenze statisticamente

significative.

Confrontando 1 risultati del gruppo di controllo vs il gruppo I

(leucocitospermia) ¢ emerso che:

1 pazienti del gruppo II presentano un quadro peggiore rispetto al

controllo. In particolare sia il potenziale di membrana mitocondriale

(26,3£3,7% vs 2,5+1,85 %), la percentuale di spermatozoi con

esternalizzazione fosfatidilserina (8,5£3,2% vs 3+2,8%), la percentuale

di cellule con cromatina decondensata (17,7+2,3% vs 6+3,2%) ed infine

la percentuale di spermatozoi con DNA frammentato (8,6+£2,5% vs

1,2+0,8%) sono tutti statisticamente(p<0,05) piu bassi rispetto ai

controlli.
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Infine la percentuale di cellule vitali risulta essere significativamente

(p<0,05) piu bassa nei pazienti del gruppo II rispetto a quelli del gruppo

di controllo (68,6+9,4% contro 90+8%).
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e II parte — Risultati osservati nel modello clinico di patologia
inflammatoria cronica genitale femminile

L’eta delle pazienti del gruppo A (30+£2 anni) non differisce

statisticamente dall’eta dei pazienti del gruppo di controllo (28+2 anni)

(Tabella 4).

Sotto il profilo clinico le donne del gruppo A presentano infezione da

HPV (13/13=100%), basso grado di CIN-1 (10/13= 76.9%), segni

colposcopici di infezione HPV-associata (condilomi ed altro)

(13/13=100%).

In particolare 9/13 donne (69.2%) del gruppo A, con infezione HPV

positiva sostenuta da genotipi virali 16/18 (ad alto rischio oncogeno)

sono state estrapolate a formare il gruppo B del nostro studio.

In Tabella 4 sono stati, inoltre, riportati i dati relativi alla conta delle

subpopolazioni leucocitarie (obiettivo primario della tesi). Per quanto

riguarda la concentrazione di cellule CD45+(mil/ml) si osserva che

nelle pazienti del gruppo A si ebbe un aumento statisticamente
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significativo (p<0,05) rispetto al gruppo di controllo (rispettivamente

4.5+0.4 vs 2,1+0,2 (mil/ml)). La marcatura con le diverse combinazioni

di anticorpi ha permesso di discriminare le subpopolazioni di leucociti.

Fra il gruppo di controllo e il gruppo A oggetto di studi, esaminando la

concentrazione delle popolazioni dei macrofagi / monociti e dei

granulociti neutrofili non sono state osservate differenze significative.

Per quanto riguarda la popolazione dei linfociti T si osservano delle

differenze statisticamente significative: nel gruppo A si ha un aumento

nella percentuale dei linfociti T helper rispetto ai controlli, (15+1.8%

contro 3.740.7%; p<0,05) e un significativo incremento dei linfociti T

citotossici (25+1.5 contro 3.9+0.5%; p<0,05).

Inoltre, confrontando le percentuali di subpopolazioni leucocitarie nel

muco cervicale di donne HPV+ (gruppo in toto= gruppo A) vs donne

HPV+ (per genotipi 16 e 18 = gruppo B) si osserva aumento

statisticamente significativo (p<0,05) della percentuale di cellule di

cellule T citotossici nelle donne del gruppo B (Tabella 5)
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(rispettivamente 25+1.5% contro 30+£1.6%). Nel confronto tra i gruppi
A e B non si osservano altre differenze statisticamente significative,
anche se si vuole sottolineare un trend di aumento non significativo

delle percentuale di linfociti T helper nel gruppo B.
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DISCUSSIONE

a) Commento dei risultati derivati dal modello di studio di

patologia infiammatoria cronica genitale maschile

In questo modello di studio condotto su casistica di pazienti ed un
gruppo di controllo screenata inizialmente per una piu rapida lettura al
microscopio ottico, solo sulla base di una differente concentrazione di
leucociti seminali (mediante valutazione colorimetrica convenzionale
dei leucociti in microscopia ottica), furono rubricati (per gruppo di
studio e controllo) 1 parametri convenzionali spermatici applicando
metodiche standardizzate (WHO, 2010). In seconda analisi,
I’applicazione della metodica citofluorimetrica, ha permesso di
analizzare sia le subpopolazioni leucocitarie in presenza di leucociti a
bassa concentrazione (0,1- 1 x 10%/mL) e ad elevata concentrazione (>1
x 10°/mL) sia i parametri spermatici biofunzionali non-convenzionali
(vitalita, potenziale membrana mitocondriale, apoptosi precoce,

condensazione della cromatina ¢ DNA frammentato).
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Dai risultati sono emerse differenze significative nei parametri seminali

e nei parametri non convenzionali tra 1 2 gruppi di studio e il gruppo di

controllo (senza leucociti). Inoltre, in particolare gia a bassi livelli di

leucociti (< 1 mil/ml) si osservarono danni al DNA e alterazione del

MMP. Inoltre in questo studio si osservarono differenze statisticamente

significative riguardo alla conta dei CD45+ tra i tre gruppi esaminati.

Gia a bassi livelli di leucociti si osservarono delle variazioni nelle

concentrazioni di linfociti T helper e T citotossici. Questo potrebbe

suggerire un incremento dell’attivita delle cellule T responsabile degli

alterati parametri convenzionali e non convenzionali osservati nello

studio. L’attivazione dei linfociti T helper causa il rilascio di citochine,

in particolare interferone, del quale ¢ ben conosciuto I’effetto negativo

sulla motilita degli spermatozoi.

Questo studio suggerisce che 1 difetti bio-morfo-funzionali (in termini

di parametri convenzionali e non-convenzionali) degli spermatozoi

presenti sia nei pazienti leucocitospermici che in quelli aventi una conta

leucocitaria piu bassa, possa essere dovuto alle citochine rilasciate dalle
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cellule T attive durante le differenti fasi della spermiogenesi. Tutto cio

potrebbe essere mediato dalle citochine o dai ROS prodotti.

Gli effetti di leucocitospermia sulla fertilita sono ancora controversi.

Studi in vitro hanno dimostrato in maggior numero di evidenze e

modelli di studio che un elevato livello di leucociti puo indurre stress

ossidativo con modificazioni quantitative (dei parametri spermatici

convenzionali) e/o qualitative (in termini di parametri spermatici non

convenzionali biofunzionali) (Fedder J,1996; Arata et al.,2000; Saleh et

al.,2002; Moskovtsev et al.,2007). Nel bilancio complessivo devono a

rigore essere tenuti anche in considerazione anche le minoritarie

evidenze di effetti positivi dei leucociti sulla morfologia (Tomlinson et

al.,1992; Kiessling et al.,1995).

\

E stato osservato che neutrofili e macrofagi costituiscono circa il 90%

dei leucociti seminali, che possono promuovere infertilita maschile

danneggiando spermatozoi tramite la generazione di ROS e I'induzione

di apoptosi (Tremellen et al.,2010).
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I risultati di maggiore interesse nella nostra ricerca si possono cosi

compendiare:

1) 1l gruppo II con leucocitospermia e il gruppo I (con leucociti nel

liquido seminale <Imil/ml) presentano una minore percentuale

di spermatozoi vitali € una maggior percentuale di spermatozoi

presentanti segni di apoptosi precoce rispetto al gruppo di

controllo.

2) Anche il gruppo di pazienti con bassa concentrazione di leucociti

(gruppo I) rispetto al gruppo di controllo esibisce riduzione

statisticamente significativa di MMP, cromatina decondensata e

DNA frammentato. Questo secondo aspetto richiama quanto

evidenziato da altri autori (Sharma et al., 2001; Saleh et al.,2002)

sospettando come meccanismo patogenetico lo stress ossidativo.

I1 cut-off della WHO ¢ stata contestato in precedenza in molti altri studi

(Punab et al.,2003; Mahfouz et al.,2010; Sharma et al.,2001). Con questo

studio ci si vuole unire ai precedenti sostenendo che anche gli uomini
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con livelli piu bassi di leucociti nel liquido seminale possono avere

fattori di rischio per l'infertilita, e possono richiedere un trattamento.

Questa area di studio ¢ relativamente nuova e questo ¢ il primo studio a

nostra conoscenza ad esaminare le sub popolazioni leucocitarie e gli

effetti di bassi livelli di leucociti nello sperma sui parametri

convenzionali € non convenzionali.

b) Commento dei risultati derivati dal modello di studio di

patologia infiammatoria cronica genitale femminile

A nostra conoscenza questo ¢ il primo studio che mostra 1’analisi delle

sottopopolazioni  leucocitarie, con ['utilizzo della metodica

citofluorimetrica, nel muco cervicale di donne HPV- ¢ HPV+. Finora

gli studi riguardanti le cellule del sistema immunitario sono state

effettuati su campioni di tessuto cervicale o con prelievi effettuati con

citobrush.

Il muco cervicale ¢ stato prelevato a livello dell’endocervice in donne

non in menopausa in quanto le fluttuazioni ormonali posso influenzare

la composizione delle cellule immunitarie nell’apparato genitale e
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possono cambiare durante il ciclo mestruale e la gravidanza (Wira et

al., 2005). Nello studio, in accordo con altri studi precedenti condotti su

diverse matrici biocellulari (biopsie di tessuto cervicale), ¢ stata

ritrovata una percentuale di cellule CD14+ (macrofagi) nelle donne

HPV-e HPV+ pari a circa il 12%. (Wira et al., 2005; Saba et al., 2010).

Nel presente studio persino nel muco cervicale di entrambi i gruppi

esaminati con infezione in toto HPV+ (gruppo A) o con infezione

HPV+(genotipo 16 e 18) (gruppo B), in accordo con quanto riportato

precedentemente in altri lavori sull’espressione dei linfociti T CD8+ nel

“tessuto cervicale”, si ha una sovra-espressione di tali linfociti rispetto

at linfociti T CD4+. Ci0 ¢ interessante in quanto linfociti T CD8 + sono

una componente fondamentale di resistenza agli agenti patogeni

intracellulari, in particolare, alle infezioni virali (Pudney et al.,2005).

Questo studio sembra confermare nel muco cervicale le concentrazioni

delle sottopopolazioni leucocitarie trovate nel “tessuto cervicale” di

donne HPV- e per la prima volta nel muco cervicale di donne HPV+.
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I risultati ottenuti dalla nostra ricerca, per quanto conseguiti su una

casistica limitata, sono d’interesse scientifico e clinico e meritano un

approfondimento su una casistica piu copiosa, magari con diversa

espressione dell’infezione HPV+ o diversa origine fenotipica virale.
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TABELLE

Tabella 1: Eta e parametri spermatici convenzionali in funzione della
differente concentrazione di leucociti dei gruppi di studio (I e II) e del gruppo

di controllo

Controlli (n=25)

Gruppo I (n=40)

Gruppo II (n=40)

Leucociti seminali (mil/ml) 0+0,01 0,6+0,3 4,1+0,8
Eta' 32+1,5 3043 31+6
Volume(ml) 3+1,4 3,54+0,9 2,8+0,58
Concentrazione (mil/ml) 59+£8 43+4,7 11+6,5*
Numero totale (ml) 296+64 146+15,7 344+9,8
Motilita progressiva(%) 35,06+7 20+£2,1%* 12+0,8*
Forme normali(%) 28+10 18+£2,5%* 8,4+1,9*

| valori furono espressi come media + SEM

* p<0.05 vs controlli

** p<0.05 vs controlli
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Tabella 2: Concentrazione totale pan-leucocitaria e delle subpopolazioni
leucocitarie nel seme dei gruppi di studio (I e II) e del gruppo di controllo

Controlli (n=25)

Gruppo I (n=40)

Gruppo II (n=40)

CD45+ (mil/ml) 0,4+0,1 1,1+0,2* 5,3+1,4*

CD45+CD16+ (%) Neutrofili 50+3,6 50+2,8 55+8

CD45+CD14+ (%) Macrofagi/monociti | 18+1,6 2043 2345

CD45+CD3+ CD4+(%) | Linfociti T helper 1,6+0,8 2,3+0,5 8,24£2%
Linfociti T

CD45+CD3+ CD8+(%) | citotossici 1,1£1,3 5,9+0,98** 9,71+1,71*

| valori furono espressi come media + SEM

* p<0.05 vs controlli

** p<0.05 vs controlli
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Tabella 3: Eta e parametri spermatici non-convenzionali in funzione della
differente concentrazione di leucociti dei gruppi di studio (I e II) e del gruppo

di controllo

Controlli (n=25)

Gruppo I (n=40)

Gruppo II (n=40)

Basso MMP(%) 2,5+1,8 18+1,2%* 26,3+3,7*
Esternalizzazione Fosfatidilserina(%) 3+£2,8 5+£2,8 8,5+3,2%*
Cellule vitali(%) 90+8 85+6,5 68,6+9,4*
Cromatina decondensata (%) 6+3,2 11+4,2%* 17,74£2,3%*
DNA Frammentato(%) 1,2+0,8 5,5£2,6%* 8,6+2,5%

| valori furono espressi come media + SEM

* p<0.05 vs controlli

** p<0.05 vs controlli
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Tabella 4: Eta e concentrazione totale pan-leucocitaria e delle subpopolazioni
leucocitarie nel muco cervicale di donne di controllo (HPV-) e con infezione
HPV+ (gruppo A)

Controllo (n=9) | Gruppo A (n=13) |

Eta 28+2 30+2
CD45+ (mil/ml) 2,1+0,2 4,5+0,4*
CD45+CD16+ (%) Neutrofili 30+0,8 24421
CD45+CD14+ (%) Macrofagi/monociti 12+1,8 11+1,4
CD45+CD3+ CD4+(%) | Linfociti T helper 3,7+0,7 15+1,8%
CD45+CD3+ CD8+(%) | Linfociti T citotossici | 3,9+0,5 25+1,5%

| valori furono espressi come media + SEM

* p<0.05 vs gruppo di controllo
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Tabella 5: Eta e concentrazione totale pan-leucocitaria e delle subpopolazioni
leucocitarie nel muco cervicale di donne con infezione HPV+ in toto o con solo
genotipo virale HPV 16-18 (gruppo B)

Gruppo A (n=13) ‘ GruppoB(n=9)

Eta 30+2 29+2
CD45+ (mil/ml) 4,5+0.4 5+0,3
CD45+CD16+ (%) Neutrofili 24421 20+1,7
CD45+CD14+ (%) Macrofagi/monociti 11+1,4 10+1,3
CD45+CD3+ CD4+(%) Linfociti T helper 15+1,8 18+1,5
CD45+CD3+ CD8+(%) Linfociti T citotossici |25+1,5 30+1,6%*

| valori furono espressi come media + SEM

* p<0.05 vs gruppo B
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