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PRESENTAZIONE

Il secondo volume di questa collana si apre con un rapido e pratico algoritmo
diagnostico, estremamente utile specie per chi approccia per le prime volte l'infertilita
maschile.

Nel secondo articolo si approfondiscono gli aspetti immunologici, uno dei temi pit
scottanti nella clinica del maschio infertile: l'indispensabilita di tests immunologici nella
routine seminologica € ben messa in evidenza, per evitare grossolani errori diagnostici e
conseguenti pericolose perdite di tempo per coppie altrimenti considerate
inspiegabimente infertili.

Le tecniche di crioconservazione degli spermatozoi recuperati chirurgicamente e la loro
validita ai fini di ICSI sono riportate nel terzo capitolo: la loro importanza risulta essere
ancora pit emergente nelle nazioni dove non e consentito I'uso eventuale del seme di
donatore in caso di mancato recupero chirurgico, come gia adesso (prima ancora della
imminente legge sullargomento) nei centri pubblici italiani.

Sono stati poi inseriti due lavori sulla fisiologia e la fisiopatologia dell’epididimo ad opera
rispettivamente di un famoso clinico e di un autorevolissimo ricercatore, con un
aggiornamento delle nozioni in vista di una contraccezione maschile di cui si parla da
due decenni ma che resta tuttora sostanzialmente priva di applicazioni sul piano clinico.
Non poteva, infine, mancare un articolo sull’esame basilare per il giudizio di fertilita:
I'analisi del seme e la ricerca degli indici di fertilita, con particolare riguardo alle tecniche
computerizzate (CASA).

Anche questo volume si chiude con una appendice su un argomento di laboratorio:
vengono illustrate le tecniche ed il significato del post-coital test e dei tests di
penetrazione sperma-muco in vitro, esami nell’ultimo decennio piuttosto trascurati in
campo ginecologico e che sembrano oggi riprendere una loro dignita nelle mani di vari
andrologi clinici.

Guido Piediferro
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INDAGINI NELLINFERTILITA MASCHILE

William F. Hendry

Consultant Urologist, St. Bartholomew’s and Royal Hospitals, London

Introduzione

Il primo semplice esame da controllare in
una coppia sterile & 'analisi del liquido seminale
ed anche il dato piu suscettibile di critiche. In
presenza di pochi spermatozoi, troppo lenti e in
caso di elevata percentuale di forme anomale, &
facile riversare tutta la responsabilita dell'infertili-
ta di coppia sul maschio, con pochi 0 nessuno
sforzo di definire le cause sottostanti. Il “fattore
maschile” & troppo spesso ritenuto responsabile
dellinfertilita altrimenti inspiegabile, rimanendo
quindi in molti casi non ulteriormente esamina-
to, investigato e trattato, e considerato da molti
al di la di ogni serio sforzo terapeutico. Lindagi-
ne sullinfertilita maschile (Hendry et al., 1973)
richiede infatti un dettagliato esame clinico con
valutazione di fattori endocrinologici ed immuno-
logici, cosi come una determinazione dei mec-
canismi termoregolatori locali e, in casi selezio-
nati, la verifica della pervieta delle vie seminali.
Sempre piu spesso si reperta un fattore maschi-
le correggibile in pazienti indirizzati alla fertilizza-
zione assistita 0 ai quali non sono state date
speranze, addirittura inviati alla facile opzione
dellinseminazione da donatore. Un responsabi-
le approccio allinfertilita di coppia dovrebbe
includere una metodica e sistematica analisi del
partner maschile.

Anamnesi

La storia clinica dovrebbe includere informa-
zioni circa I'eta, 'occupazione e la religione del

Versione italiana a cura di A. Drovanti &
G. Piediferro
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paziente e della moglie, da quanto tempo ricer-
cano una gravidanza, insieme con la frequenza
e ladeguatezza dei rapporti sessuali. Andreb-
bero anche valutate le condizioni mediche
generali attuali, specialmente la presenza di
possibili disordini endocrini, e 'assunzione di
farmaci o 'esposizione ad agenti chimici tossici
(Beeley, 1985). Importante € evidenziare alla-
namnesi una pregressa tubercolosi, una paroti-
te contratta in eta adulta, malattie veneree, ano-
malie della discesa dei testicoli nello scroto o
interventi di ernioplastica. Dati rilevanti sono
anche l'assunzione di tabacco, alcool e farmaci.

Esame obiettivo

Vanno valutate la costituzione fisica, la
distribuzione dei peli, e il tipo di mutande usa-
te. Il paziente va visitato in piedi in condizioni
di buona illuminazione per ricercare un possi-
bile varicocele. Si esaminano il pene, il prepu-
zio e il meato uretrale esterno. Si valutano
quindi i testicoli, notandone le dimensioni e la
consistenza; € utile annotare il volume di ogni
testicolo, facendo particolarmente attenzione
ad ogni asimmetria, mediante misurazione
ecografica (Lenz et al., 1993) o con l'orchido-
metro di Prader. Gli epididimi e i vasi deferen-
ti vengono palpati singolarmente, ricercando
distensioni o riduzioni della consistenza che
possono essere indicativi di ostruzione
(Hendry et al., 1982). La cute dello scroto &
esaminata per evidenziare segni di irritazione
dovuti a dermatite eczematosa, che pud con-
durre ad ispessimento o iperemia del derma
(Hendry & Munro, 1990). Infine il paziente



viene posto in decubito laterale sinistro per
esaminare la prostata e le vescicole seminali;
se & presente una consistenza ridotta sugge-
stiva di prostato-vesciculite, va eseguito un
delicato massaggio prostatico per ottenere
secreto prostatico da porre in un medium di
trasporto per accertamenti microbiologici, che
includono una coltura con i tests di sensibilita.

Ecografia transrettale

Essa fornisce un utile supplemento all’e-
same digitale rettale, e puo identificare con
accuratezza malformazioni congenite come
cisti dei dotti di Miller cosi come ostruzioni
acquisite dei dotti eiaculatori (Pryor &
Hendry, 1991).

Termografia scrotale

Lo scroto ha normalmente una tempera-
tura di 5 gradi inferiore al resto del corpo e
un varicocele significativo pud essere sco-
perto valutando le anomalie termografiche
che esso produce. La termografia (Jones &
Hendry, 1979) pud essere molto utile nel
chiarire dubbi sulla possibile presenza di un
piccolo varicocele o circa il significato di ogni
vena residua ad un trattamento chirurgico o
embolizzante, e per decidere se il varicocele
e unilaterale o bilaterale.

Analisi del liquido seminale

E opinione corrente che una normale
concentrazione di spermatozoi dovrebbe
essere superiore ai 20 milioni/ml, di cui piu
del 30% dovrebbe avere motilita attiva entro
quattro ore dalla raccolta del campione, con
un volume di liquido seminale di almeno 1,5
ml. Indipendentemente da quanto riportato in
testi piu vecchi, & sempre prudente analizza-
re almeno altri due campioni in un laboratorio

conosciuto e fidato (per i dettagli sulle tecni-
che seminologiche validate vedi il Manuale
del WHO). Il paziente viene istruito sulla rac-
colta del campione seminale mediante
masturbazione, dopo almeno tre giorni di
astinenza, direttamente in un appropriato
contenitore di plastica sul quale viene scritto
I'orario di produzione del campione.

Il condom per la raccolta del campione
seminale dovrebbe essere evitato, a meno
che esso non sia specificamente prodotto
per la raccolta del seme per esame: quest’ul-
timo & talvolta necessario per pazienti ebrei
ortodossi. Lanalisi del campione deve essere
effettuata entro due ore e deve comprendere
la valutazione del volume dell’eiaculato, della
concentrazione di spermatozoi e della loro
motilita, con la percentuale di forme morfolo-
gicamente normali.

Dovrebbe essere segnalato il numero e il
tipo di cellule nell’eiaculato: un aumento di
leucociti polimorfonucleati puo essere indica-
tivo di una prostatite, e questo & provato
essere correlato ad una alterata funzionalita
degli spermatozoi (Aitken et al., 1995). Lana-
lisi biochimica del plasma seminale ha evi-
denziato poche differenze nel contenuto di
elettroliti tra pazienti fertili ed infertili. Comun-
que la misurazione del pH e della concentra-
zione di zinco nel secreto prostatico o nella
prima frazione dell’eiaculato puo fornire infor-
mazioni in pazienti con una ridotta motilita
degli spermatozoi o con prostatite.

Il fruttosio & assente nel caso di agenesia
dei vasi deferenti o delle vescicole, o nelle
ostruzioni dei dotti eiaculatori; il volume del-
I'eiaculato & usualmente in questi casi ridotto
(inferiore ad 1 ml), e il pH € acido (inferiore a
7). In presenza di una ridotta motilita, &
importante una rivalutazione del campione
seminale appena prodotto in ospedale e
subito esaminato nel laboratorio di seminolo-
gia. In tale sede deve essere garantita al
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paziente la possibilita di raccogliere il cam-
pione in un ambiente sufficientemente con-
fortevole. Si possono anche fare una valuta-
zione della liquefazione dello sperma, un
dettagliato esame batteriologico e uno studio
mediante microscopia elettronica. Occasio-
nalmente possono essere scoperte anomalie
dei microtubuli o assenza dei bracci di dinei-
na nella coda degli spermatozoi (Ryder et
al., 1990). Si pud anche osservare agglutina-
zione degli spermatozoi, ma questo & un
fenomeno non-specifico € non dovrebbe
essere interpretato come una prova di anti-
corpi agglutinanti gli spermatozoi.

Test immunologici

Anticorpi antispermatozoi legati sugli sper-
matozoi stessi del paziente sono piu faciimen-
te individuati usando come marcatori o globuli
rossi sensibilizzati nel Direct Mixed Antiglobu-
lin Reaction (MAR) test (Jager et al., 1978) o,
dopo lavaggio per allontanare completamente
le immunoglobuline libere presenti nel plasma
seminale, attraverso l'aggiunta di immuno-
beads (IB test diretto) (Clarke et al., 1985).
Sebbene il primo test abbia il vantaggio di
essere rapido, attendibile e facile da leggere
(Stedronska & Hendry, 1983), questo & in
realta utile solo per I'individuazione di IgG,
mentre con I'IB test specifico per classe, puo
essere identificata la classe di anticorpi legata
agli spermatozoi. Di conseguenza, benché il
Mar test sia un eccellente test di screening,
un risultato positivo potrebbe essere verificato
ulteriormente con I'lB test (Rajah et al., 1992).
In aggiunta, la quantita di anticorpi liberi
dovrebbe essere misurata nel siero del
paziente e nel plasma seminale mediante il
Tray Test Agglutination (TAT) (Friberg, 1974),
che utilizza spermatozoi da donatore e micro-
quantita di reagente; questa metodica ha rim-
piazzato il vecchio test macroscopico del
Gelatin Agglutination test (GAT).
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Post-coital test

Per valutare la potenziale fertilita dell’'uo-
mo, si dovrebbe dimostrare che i suoi sper-
matozoi possono dare luogo ad un post-
coital test (PCT) normale nel muco ovulatorio
normale della sua partner. Il test & definito
normale in presenza di piu di cinque sperma-
tozoi mobili per HPF (High Resolution Field).
Naturalmente, il PCT potrebbe essere inade-
guato per diverse ragioni, ma la coesistenza
di una conta spermatica normale e di un
PCT persistentemente inadeguato & forte-
mente suggestiva dell’esistenza di anticorpi
antispermatozoi, presenti nel marito nella
maggior parte dei casi (Kremer et al., 1978).
Il partner con anticorpi puo essere identifica-
to con la ricerca diretta di anticorpi sperma-
tozoi, e la significativita di questi dovrebbe
essere confermata con il test muco cervicale
- spermatozoi usando spermatozoi di dona-
tore e muco di donatrice come controlli (Mor-
gan et al., 1977).

Dosaggi ormonali

Una spermatogenesi normale richiede
tassi adeguati di FSH e LH, insieme a un
testosterone elevato a livello del testicolo.
Una spermatogenesi normale mantiene un
feed back negativo per 'FSH, mentre livelli
normali di testosterone in circolo controllano
la produzione di LH. Una spermatogenesi
insufficiente dovuta a una mancanza di
gonadotropine & rara, ma & importante rico-
noscere questi casi in quanto rispondono
bene alla terapia sostitutiva. Molto piu spes-
so la causa € un difetto primitivo della sper-
matogenesi, che pud essere riconosciuto da
livelli di FSH usualmente elevati in questi
casi. Infatti, la combinazione di azoospermia,
testicoli di volume ridotto e valori di FSH mol-
to elevati sono diagnostici di un importante
deterioramento o della assenza della sper-
matogenesi per i quali non esiste un tratta-



mento (Pryor et al., 1976). La situazione &
piul complessa quando uno o entrambi i testi-
coli sono di volume accettabile e il livello di
FSH & normale o solo di poco elevato (Mar-
tin-du-Pan & Bischof, 1995): una esplorazio-
ne scrotale e una biopsia testicolare sono
necessari per valutare la spermatogenesi e
escludere un’ostruzione. In caso di oligozoo-
spermia l'ostruzione potrebbe essere unilate-
rale e bisognerebbe ricordare che un testico-
lo atrofico pud far elevare il livello sierico di
FSH anche quando & presente una sperma-
togenesi normale nel testicolo controlaterale.
Esistono considerevoli variazioni, e non solo
diurne, nei livelli sia di gonadotropine che di
testosterone e questi ultimi andrebbero rido-
sati se esiste qualsiasi dubbio riguardo il loro
significato.

La coesistenza di impotenza e infertilita
impone un indagine endocrinologica comple-
ta. Se i livelli di testosterone sono bassi, la
valutazione dei livelli delle gonadotropine,
dopo stimolazione con LHRH se necessario,
permette di porre una diagnosi differenziale
di causa primaria ipotalamica, ipofisaria o
testicolare. Un elevato livello di prolattina
dovrebbe essere interpretato con grande
cautela: essa pu0 essere aumentata dallo
stress e da farmaci come le fenotiazine. Tut-
tavia livelli persistentemente elevati di prolat-
tina nel siero in prelievi seriati, specialmente
se associati a una parziale impotenza, pos-
sono essere indicativi di tumore ipofisario.

| livelli di ormoni tiroidei e adreno-corticoi-
di andrebbero misurati se esiste qualche
sospetto clinico di anomalie.

Analisi cromosomica

E un’analisi importante nei pazienti con
infertilita. 1 cromosomi somatici possono
essere valutati da prelievo buccale o dal san-
gue periferico, e casi di sindrome di Klinefel-
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ter o di traslocazioni bilanciate possono
essere repertate tra maschi subfertili. Lo stu-
dio della meiosi dei cromosomi pud eviden-
ziare considerevoli variazioni dalla norma,
incluse traslocazioni, bassa frequenza chia-
smatica e asinapsi, e presenza di cromoso-
mi soprannumerari (Hendry et al., 1976).
Pazienti con tali anomalie rispondono poco
alle terapie, sebbene si siano ottenute alcune
gravidanze: ai pazienti con dimostrate ano-
malie cromosomiche dovrebbe quindi esse-
re proposta una consulenza genetica, e ad
ogni gravidanza ottenuta consigliata la dia-
gnosi prenatale per evidenziare possibili
anomalie fetali.

Altri test

Qualsiasi malattia sistemica puo affligge-
re il maschio infertile, ed & sensato valutare
un emocromo completo, l'urea plasmatica, i
livelli della glicemia, la funzione epatica e I'a-
cido folico, e compiere le analisi di routine
come parte di un check-up generale. Lane-
mia falciforme dovrebbe essere ricercata nei
pazienti di origine africana.

Biopsia testicolare

In casi accuratamente selezionati é
importante escludere la presenza di ostruzio-
ni unilaterali o bilaterali nel momento stesso
in cui si valuta la spermatogenesi; la biopsia
testicolare € infatti usualmente associata con
I'esplorazione scrotale, e con la deferento-
grafia. La biopsia testicolare va eseguita di
preferenza in anestesia generale e il prelievo
dovrebbe essere fissato in soluzione di
Bouin (non in formalina). Il sistema di John-
sen (Johnsen, 1970) prevede la valutazione
della spermatogenesi utilizzando uno score
medio compreso tra 0-10: i pazienti che
rispondono bene al trattamento hanno uno
score significativamente piu alto degli altri.
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Tuttavia si possono ottenere gravidanze da
pazienti con uno score medio basso, fino a
6.0 (Hendry, 1992). Cio include la maggior
parte dei pazienti con moderata o severa oli-
gozoospermia, ed indica che tale sistema di
valutazione ha un valore prognostico limitato
per i singoli pazienti. La biopsia & inutile in
pazienti con testicoli piccoli e livelli di FSH
molto elevati.

Conclusioni

Una volta che queste indagini sono com-
pletate, il paziente e la sua partner devono
essere informati se ¢’€ una anomalia specifi-
ca che pud essere corretta 0 se sono piu
appropriati provvedimenti non specifici. Que-
sta decisione & raramente semplice. | fattori
negativi dovrebbero essere identificati e
rimossi: questi includono un eccessivo utiliz-
zo di alcool o fumo, e I'effetto negativo di dro-
ghe assunte dal paziente o di farmaci som-
ministrati a scopo terapeutico. La temperatu-
ra del testicolo & un fattore critico importante
per una sua normale funzione, e la correzio-
ne di difetti che interferiscono con la normale
regolazione termica scrotale pud condurre a
un significativo miglioramento della qualita
dello sperma. Il varicocele & la patologia che
piu frequentemente provoca tali problemi,
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ASPETTI IMMUNOLOGICI DELLINFERTILITA MASCHILE

Franco Dondero, Francesco Lombardo, Loredana Gandini, Andrea Lenzi

Laboratorio di Seminologia ed Immunologia della Riproduzione - Dipartimento di Fisiopatologia Medica
1 Facolta di Medicina e Chirurugia - Universita La Sapienza - Roma

Introduzione

Il processo riproduttivo coinvolge una
serie di meccanismi immunologici che, da
protettivi nei confronti del gamete maschile,
dalla sua produzione sino alla fusione con la
cellula uovo, possono in situazioni particolari
trasformarsi in elementi aggressivi dello
spermatozoo con conseguente impossibilita
della cellula germinale ad esplicare le sue
potenzialita fecondanti (Mazumdar & Levine,
1998).

Il sistema immunocompetente puo interfe-
rire positivamente o negativamente con la
funzione riproduttiva a vari livelli. In particola-
re ricordiamo che: 1) lo spermatozoo ed il
liquido seminale costituiscono un pool di anti-
geni protetti da un meccanismo specifico di
tolleranza immunologica; lo spermatozoo
maturo, dotato com’é di movimento autono-
mo, potrebbe essere considerato a tutti gli
effetti un essere unicellulare aploide distinto
in maniera netta sia dallorganismo produttore
sia dal ricevente; 2) gli stessi antigeni vengo-
no a contatto con il sistema immunocompe-
tente femminile in maniera massiccia e ripe-
tuta durante i rapporti sessuali, senza che
questo induca nella stragrande maggioranza
dei casi fenomeni di sensibilizzazione; 3) ad
una cellula estranea quale lo spermatozoo,
'organismo femminile concede il “permesso”
di penetrare e risalire lungo le vie genitali e di
fecondare la cellula-uovo fondendo con essa i
propri determinanti antigenici di istocompati-
bilita; 4) la cellula fecondata cosi formatasi &
in grado di impiantarsi per lungo tempo dan-
do vita ad un nuovo individuo immunologica-
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mente in parte estraneo, ma tollerato non-
ostante nessuna barriera evidente lo difenda,
o difenda la madre, da una reazione di rigetto
“reciproco”, creando una catena di eventi
ripetibili con eventuali successive gravidanze.
Peraltro, vi sono individui nei quali questi nor-
mali eventi riproduttivi non avvengono ed in
cui si instaura una infertilita o una ricorrente
abortivita su base sicuramente immunologi-
ca. Come conseguenza di tali alterazioni si
possono instaurare nel maschio forme di
patologia autoimmunitaria antispermatozoo
spontanea o provocata e forme di infertilita
femminili su base immunologica sia come
isoimmunizzazione antispermatozoo che
come modificazioni della “tolleranza” nei con-
fronti del prodotto del concepimento.

Pertanto, lo studio dellimmunologia sem-
brerebbe poter rispondere ad alcuni degli inter-
rogativi piu complessi in tema di riproduzione
umana e dischiudere prospettive nuove nella
terapia dellinfertilita su base immunologica.

Gli studi condotti in questi anni hanno per-
messo di definire che lo spermatozoo maturo
possieda una serie di antigeni specifici che
non sono presenti nella vita fetale al momen-
to dell’ “imprinting” immunologico. Tuttavia
Lenzi et al. (1991) hanno dimostrato una
risposta immune antispermatozoo contro
antigeni (Ag) nemaspermici anche in ragazzi
in eta prepubere. D’altra parte, nonostante
questa antigenicita degli spermatozoi, la
maggior parte degli uomini non produce anti-
corpi antispermatozoo (ASA), presupponen-
do, quindi, 'esistenza di meccanismi di sop-
pressione di tale reazione sia nelle strutture
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del tratto genitale sia negli stessi spermatozoi
(Witkin, 1988).

Si ipotizza che durante la vita fetale I'attivi-
ta dei cloni linfocitari in grado di reagire immu-
nologicamente contro i determinanti antigenici
del “self” sia soppressa e che i linfociti sup-
pressor presenti durante 'embriogenesi svol-
gano un ruolo determinante nell'induzione
della tolleranza verso le strutture “self”.

Il riconoscimento che un antigene & “self”
oppure estraneo, con conseguente formazio-
ne di una reazione anticorpale, & basato sulla
teoria della selezione clonale, elaborata oltre
30 anni orsono da Sir Frank Macfarlane Bur-
net (1959), insignito del premio Nobel per la
Medicina nel 1960, insieme con Sir Peter
Brian Medawar, per la scoperta della tolleran-
za immunitaria acquisita. Tale teoria prevede
che il sistema immunitario si sviluppi durante
le prime fasi della vita fetale quando si svilup-
pa la tolleranza verso il “self” dopo la presen-
tazione e il successivo riconoscimento del
“self” da parte del timo. Gli antigeni non pre-
senti durante la vita fetale vengono in seguito
riconosciuti come estranei, con successiva
formazione di anticorpi e distruzione o inatti-
vazione delle cellule portatrici di tali antigeni.
Questa serie di eventi & in grado di prevenire,
nella maggioranza degli individui, lo sviluppo
di un’autoimmunizzazione. Gli antigeni dello
spermatozoo non sono presenti in questa
fase di auto-riconoscimento in quanto la sper-
matogenesi non & attivata sino al periodo
puberale. Per tale motivo il processo sperma-
togenetico ha luogo in un milieu che limita I'e-
sposizione nei confronti del sistema immuno-
competente dell’ospite maschile agli antigeni
dello spermatozoo.

La spermatogenesi, infatti, ha luogo in un
ambiente protetto dal contatto con il sistema
immunocompetente dalle giunzioni serrate tra
le cellule del Sertoli. Queste cellule sono anco-
rate da un lato alla membrana basale del tubu-
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lo seminifero e si estendono in senso radiale
dalla membrana verso il lume del tubulo. Il ver-
sante luminale delle cellule del Sertoli possiede
dei prolungamenti citoplasmatici che circonda-
no le cellule germinali. Queste cellule oltre ad
avere un effetto nutritivo sul gamete maschile,
sembrerebbero deputate ad isolare completa-
mente 'ambiente intratubulare (barriera emato-
testicolare) (Tung, 1980). Infatti, le 40-50 giun-
zioni serrate che esistono tra ogni paio di cellu-
le di Sertoli formano quella che ¢ stata definita
la piu efficiente barriera tessutale dell’'organi-
smo (Friend & Gilula, 1972). Questa barriera €
in grado sia di prevenire il contatto di significati-
ve quantita di antigeni nemaspermici con le cel-
lule immunocompetenti che di bloccare i linfoci-
ti e gli anticorpi impedendone lingresso a livello
dei tubuli seminiferi contenenti gli spermatozoi
maturi. Peraltro, tale barriera formata dalle giun-
zioni serrate & in grado di far passare piccole
quantita di antigeni spermatici solubili nell'ospi-
te. Tali piccole dosi sarebbero in grado di stimo-
lare i linfociti T suppressor inducendo uno stato
di tolleranza immunologica.

Un altro meccanismo in grado di ridurre la
possibilita dellinnesco di una reazione immu-
ne da parte degli spermatozoi a livello dell’in-
terstizio dei tubuli seminiferi, & la ridotta pre-
senza di linfociti T helper (El-Demiry et al.,
1985; Barrat et al., 1990).

| tubuli seminiferi convergono a livello del-
la rete testis che si prolunga nei dotti efferen-
ti. Quindi gli spermatozoi attraversano I'epidi-
dimo, i deferenti e, dopo la diluizione nelle
secrezioni prostatiche e vescicolari, 'uretra al
momento dell’eiaculazione. Liniezione endo-
venosa di anticorpi antispermatozoo porta al
legame di anticorpi sugli spermatozoi prove-
nienti dalla rete testis ma non su quelli testi-
colari (Tung et al., 1971). Questo implica che
la rete testis sia piu permeabile dei tubuli
seminiferi alla fuoriuscita di antigeni spermati-
ci e allingresso di anticorpi antispermatozoo
solubili. Tuttavia, Jones (1977) ha notato che
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la concentrazione di spermatozoi a livello del-
la rete testis & circa la meta di quelli riscontra-
ti a livello del segmento distale del tratto geni-
tale maschile. Si ritiene quindi che la diluizio-
ne degli antigeni spermatici e la ridotta vasco-
larizzazione della rete testis (Kormana & Rei-
Jonen, 1976) contribuiscano alla immunopro-
tezione dello spermatozoo.

Dai dotti efferenti, gli spermatozoi sono
convogliati nella testa, nel corpo e nella coda
dell’'epididimo. Si ritiene che gli spermatozoi
acquisiscano la loro potenzialita fecondante,
durante il passaggio attraverso I'epididimo,
grazie al legame sulla superficie nemasper-
mica di sostanze presenti nel fluido epididi-
mario (Amman & Howards, 1980). Lacquisi-
zione della capacita fecondante si associa
quindi a modificazioni nella struttura nema-
spermica nel senso della perdita di strutture
presenti a livello testicolare e, soprattutto, nel
senso dell’acquisizione di nuove molecole
(Overstreet, 1986; Singer et al., 1985; Fusi &
Bronson, 1990). Limmunoprotezione a livello
epididimario sarebbe garantita dalla presen-
za di un elevato numero di T suppressor e
dalla produzione di sostanze coat immuno-
soppressive. A proposito dell’attivita immuno-
soppressiva di queste sostanze, Liu et al.
(1993) hanno dimostrato che pazienti positivi
agli ASA presentano una maggiore percen-
tuale di linfociti B ed una riduzione nella con-
centrazione totale di CD4 e CDS8; in conse-
guenza di cio vi € un aumento nell’attivita
mitogena delle cellule B con una concomi-
tante riduzione dell’attivita mitogena sulle
cellule T. Il declino nellattivita dei T suppres-
sor € considerata la causa principale della
formazione di ASA. Infatti, i linfociti T sup-
pressor controllano la produzione anticorpale
da parte dei linfociti B.

Queste barriere anatomo-funzionali predi-
sposte a livello testicolare e lungo le vie geni-
tali maschili possono venire alterate mettendo
a contatto con il sistema immunocompetente
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le strutture dello spermatozoo e le sostanze
immunogene del plasma seminale.

Varie patologie andrologiche possono
causare alterazioni di questa barriera emato-
testicolare inducendo una sorta di “autovacci-
nazione” antispermatozoo. | fattori scatenanti
possono essere molteplici: flogosi, traumi,
stasi vascolare, macro- e micro- necrosi, tor-
sioni testicolari, neoplasie, ostruzioni anche
transitorie, incomplete e monolaterali.

Una volta che gli anticorpi siano presenti a
livello sistemico, essi possono avere libero
accesso, attraverso la barriera danneggiata, al
testicolo o ad altre regioni del tratto genitale
maschile, e possono interferire, una volta che
hanno reagito con la superficie nemaspermi-
ca, con la potenzialita fecondante del seme.
Draltra parte, esiste un’enorme variabilita nel
tipo di immunizzazione, a parita di stimolo
antigenico, legata alla “flessibilita” del sistema
immunocompetente a fronte delle molteplici
situazioni genetiche ed ambientali. A questo
proposito particolarmente interessanti risulta-
no gli studi sulla reazione antispermatozoo nei
soggetti sottoposti a vasectomia volontaria a
scopo anticoncezionale. In tal caso infatti &
possibile studiare basalmente, durante e dopo
il riassorbimento di antigeni nemaspermici, un
soggetto precedentemente sano e fertile. Il fol-
low-up dei soggetti vasectomizzati ha docu-
mentato un graduale incremento della percen-
tuale e del titolo degli ASA, un incremento nei
primi mesi e quindi una graduale scomparsa
degli immunocomplessi circolanti ed un anda-
mento simile della immunita cellulo-mediata
antispermatozoo (Dondero, 1983). Studi suc-
cessivi hanno dimostrato che il fattore princi-
pale nellinduzione della risposta immune non
e solo il verificarsi del riassorbimento massivo
di antigene nemaspermico, come postulato in
passato, quanto l'esistenza di un terreno
genetico predisponente allimmunizzazione
stessa, come dimostra lo studio condotto su
gemelli monocoriali sottoposti in tempi diversi
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a vasectomia, in un caso secondo la metodica
classica e nell'altro provocando precedente-
mente una condizione di azoospermia farma-
cologicamente indotta (Lenzi et al., 1987). In
effetti, anche sulla base delle risultanze clini-
che, dobbiamo distinguere fra a) soggetti
affetti da una vera patologia autoimmune con
tutte le caratteristiche di automantenimento
legata piu al terreno geneticamente predispo-
sto che alle patologie scatenanti, e b) soggetti
affetti da una semplice disregolazione del
sistema immunocompetente deputato alla tol-
leranza verso gli antigeni seminali; in tal caso
la reazione immune, talora solo transitoria,
sarebbe legata alla patologia scatenante e
potrebbe essere addirittura interpretata finali-
sticamente come una reazione fisiologica di
blocco della fertilita in un soggetto affetto da
una patologia seminale.

Diagnosi dell’autoimmunita
antispermatozoo

La patologia immune antispermatozoo &
caratterizzata dalla comparsa di un elevato
titolo anticorpale in piu fluidi biologici in
assenza di sintomatologia specifica: pertanto
lo studio dellinfertilita immunologica & basato
sulla diagnostica di laboratorio.

Le metodologie a nostra disposizione con-
sentono di dare una valutazione qualitativa e
quantitativa dellimmunoreazione, di studiare
I'attivita biologica in vitro degli anticorpi, di
definire la classe immunoglobulinica coinvolta
e di individuare il sito di reazione antigene-
anticorpo.

Le metodiche per lo studio dellimmunita
antispermatozoo possono essere divise in
tecniche indirette che studiano la risposta
immune nei fluidi biologici, siero di sangue,
plasma seminale e muco cervicale, e in tecni-
che dirette che evidenziano la patologia
autoimmune a livello della cellula nemasper-
mica.
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Le metodiche indirette sfruttano differen-
ti presupposti teorici e differenti sistemi di rile-
vazione ma tutte utilizzano la cellula nema-
spermica in toto come antigene. Infatti, la
complessita strutturale dello spermatozoo ha
reso fino ad oggi impossibile la caratterizza-
zione del sistema antigenico sicuramente
correlato con il fenomeno immunologico e
con quello riproduttivo.

Tra le tecniche indirette il Gelatin Aggluti-
nation Test ed il Tray Agglutination Test ven-
gono, ad oggi, considerate come le metodi-
che di riferimento nello studio dellimmunita
antispermatozoo .

Prima di descrivere brevemente tali tecni-
che bisogna ricordare che gli anticorpi anti-
spermatozoo possono essere ricercati nel
siero di sangue e nel plasma seminale del-
'uomo, e nel siero di sangue e nel muco cer-
vicale della donna. Particolare cura deve
essere posta nella preparazione e nella con-
servazione dei campioni prima dell’esecuzio-
ne delle metodiche.

Il Gelatin Agglutination Test (GAT) ed il
Tray Agglutination Test (TAT) utilizzano, come
antigene, liquidi seminali di soggetti normo-
zoospermici, con assenza di componente cel-
lulare non nemaspermica, di zone di sper-
mioagglutinazione e di reazione autoimmune
antispermatozoo.

Ogni metodica € eseguita a partire da una
diluizione di 1:4, in Baker buffer, dei campioni
in esame, includendo sempre sieri sicura-
mente positivi e negativi al fine di controllare
la perfetta esecuzione del test ed evitare falsi
risultati.

| campioni risultati positivi alla diluizione
basale devono essere titolati (1:8, 1:16, ecc.)
sino alla negativizzazione del fenomeno.

Il GAT (Kibrick et al., 1952) & il primo
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metodo messo a punto per la determinazione
macroscopica degli anticorpi spermioaggluti-
nanti.

E un test di flocculazione in gelatina che
usa spermatozoi mobili come antigene; la
positivita € indicata dalla comparsa di un floc-
culato di dimensioni variabili, secondo l'inten-
sitd della reazione antigene-anticorpo. | cam-
pioni negativi appaiono uniformemente torbi-
di. E necessario effettuare la titolazione dei
campioni positivi mediante diluizioni progres-
sive del campione in esame.

Il TAT (Friberg, 1974) € un metodo di
microagglutinazione che, con successive
modifiche, rappresenta, ad oggi, per la sua
sensibilita e specificita il metodo di elezione
fra le tecniche microscopiche. Come antigene
sono impiegati solo spermatozoi mobili otte-
nuti per mezzo della tecnica dello “swim up”,
cioe dopo la spontanea migrazione degli
spermatozoi in un terreno di coltura stratifica-
to sul seme.

Lesame & effettuato con un microscopio
invertito valutando il numero di spermatozoi
mobili agglutinati in relazione al numero di
spermatozoi mobili liberi; sono inoltre valutati
lintensita e il tipo di agglutinazione.

Tali tecniche sono specifiche, sensibili e
riproducibili e hanno consentito di poter iden-
tificare come immunologici casi di infertilita
altrimenti considerati idiopatici.

Nei protocolli diagnostici dellinfertilita
immune & indicato eseguire entrambe le
metodiche in quanto tali tecniche, impiegan-
do sistemi antigeni differenti, consentono di
evidenziare la variabilita antigenica della
risposta immune antispermatozoo. Tale rispo-
sta pud essere piu 0 meno intensa e la gravi-
ta del fenomeno dipende, come in tutte le
patologie a base immune, dal titolo anticorpa-
le rilevato. Nella infertilita immunologica &
considerato clinicamente significativo un titolo
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anticorpale maggiore o uguale a 1:32 nel sie-
ro di sangue e maggiore o uguale a 1:16 nel
plasma seminale e nel muco cervicale.

La patologia immune antispermatozoo,
peraltro, non & caratterizzata solo dalla pre-
senza di anticorpi nel plasma seminale, nel
muco cervicale e nel siero di sangue, ma &
evidenziabile anche sulla superficie della cel-
lula nemaspermica. Lo spermatozoo, infatti,
presenta una complessa espressione delle
molecole antigeniche sulla sua superficie che
si manifesta in una differente localizzazione
del legame antigene-anticorpo a livello dei
vari distretti cellulari (testa, coda o mista).

Tali anticorpi possono essere diagnostica-
ti grazie allimpiego delle tecniche dirette, fra
queste ricordiamo il Mixed Antiglobulin Reac-
tion Test (MAR Test) e I'lmmunobead Test
(IBT).

Il MAR Test (Hendry & Stedronska, 1980)
si basa su una modificazione del test di
Coombs ed & in grado di rilevare nel liquido
seminale gli anticorpi della classe 1gG adesi
alla superficie nemaspermica. La tecnica uti-
lizza, come marker di reazione antigene/anti-
corpo, eritrociti umani di gruppo 0 Rh+ sensi-
bilizzati con antisiero anti-D incompleto. La
notevole semplicita e rapidita di esecuzione
hanno reso questa tecnica un valido mezzo di
screening nello studio della risposta anticor-
pale antinemaspermica. Peraltro, i suoi limiti
sono legati al fatto che esso € in grado di
valutare solo la presenza di immunoglobuline
della classe G e che non puod essere eseguito
su campioni seminali con severa oligozoo-
spermia e con ipomotilita marcata. Se gli
spermatozoi presentano anticorpi antisper-
matozoo sulla loro superficie, si formeranno
delle agglutinazioni miste con gli eritrociti, in
presenza dell'antisiero anti-immunoglobulina;
in assenza di anticorpi gli spermatozoi si
muoveranno liberi tra le emazie. Per una cor-
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retta interpretazione del test debbono essere
contati almeno 100 spermatozoi mobili.
Durante la lettura viene valutato il numero
degli spermatozoi mobili agglutinati alle ema-
zie, il tipo di agglutinazione (testa, coda,
mista) ed il numero degli spermatozoi mobili
liberi. Sono considerati positivi i campioni che
mostrano una percentuale di legame >/=
20%.

Lo SpermMar test (Vermeulen & Com-
haire, 1983) rappresenta una modifica della
metodica precedente e utilizza come marker
di reazione al posto delle emazie, particelle di
latex rivestite di immunoglobuline della classe
G ed A; I'esecuzione della metodica rimane
invariata rispetto alla precedente.

LIBT (Bronson et al., 1984) si basa sull'u-
tilizzazione di sferule di poliacrilamide rivesti-
te di anti-immunoglobuline della classe G, A,
M; la reazione avviene tra il gruppo N-termi-
nale della sferula ed il gruppo carbossilico del
frammento Fc dell’anti-immunoglobulina uma-
na creando cosi un complesso sferula-antiim-
munoglobulina. Tale tecnica presenta il van-
taggio rispetto al MAR Test di valutare tutte le
classi Ig presenti sulla superficie nemasper-
mica. LIBT fornisce risultati fortemente corre-
lati con le metodiche classiche indirette
(Gelatin Agglutination Test e Tray Agglutina-
tion Test) e con il MAR test diretto e consente
di definire in maniera piu completa la patolo-
gia autoimmune antinemaspermica.

Il Mar test, lo SpermMar e I'IBT possono
essere utilizzati come test “indiretti” per la
ricerca degli anticorpi antispermatozoo nel
siero, nel plasma seminale e nel muco cervi-
cale. In questo caso si esegue una preincu-
bazione (60 min a 37°C) dei campioni in esa-
me con un pool di spermatozoi normali
(seme in toto o spermatozoi separati per
swim up) utilizzati come antigene. Dopo que-
sta fase si procede come per i test diretti.
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Le tecniche dirette sopra riportate sono
specifiche, sensibili e riproducibili e consento-
no di completare la diagnostica dell'infertilita
autoimmune. Infatti, un corretto approccio dia-
gnostico a tale patologia deve prevedere I'e-
secuzione di almeno due metodiche indirette
(GAT e TAT) e di una metodica diretta (MAR o
IBT). Tali metodiche risultano strettamente
correlate con le tecniche indirette; infatti, ad
alti titoli anticorpali sierici (>/=1:128) corri-
sponde sempre una elevata percentuale di
legame sulla superficie nemaspermica (>/=
70%) delle classi immunoglobuliniche piu fre-
quentemente coinvolte (IgG ed IgA).

Fra le tecniche sviluppate recentemente e
caratterizzate dalla teorica obiettivita dei loro
risultati svolgono un ruolo di primaria impor-
tanza il metodo radioimmunologico e quello
immunoenzimatico.

Haas et al. (1980) hanno impiegato, in
patologia umana, una applicazione radioim-
munologica del test di Coombs usando una
sospensione antigenica di spermatozoi.

Una revisione critica dei risultati ottenuti
con tali tecniche ha dimostrato una scarsa
sensibilith a causa delle caratteristiche della
preparazione antigenica. Infatti, parte della
sospensione antigenica di spermatozoi viene
persa durante la procedura di lavaggio, por-
tando ad una difficile interpretazione dei risul-
tati. Le difficoltd sono state parzialmente
superate impiegando un antigene in fase soli-
da rappresentato da un’aliquota di spermato-
zoi fissati per mezzo di glutaraldeide al fondo
di provette di polietilene.

LEnzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (Witkin et al., 1981) & simile come
procedura ed utilizza un antigene in fase soli-
da (preparato come precedentemente
descritto). Alcune considerazioni devono
essere fatte sulle tecniche RIA e ELISA per
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anticorpi antispermatozoo: nessuno dei meto-
di sopra menzionati & stato sottoposto ad un
sufficiente numero di prove cliniche e di labo-
ratorio per essere utilizzato di routine; una
definitiva valutazione della loro applicabilita
sara possibile solo dopo studi su una ampia
serie di correlazioni con i classici metodi di
riferimento sopra menzionati. In questi ultimi
anni con sempre maggiore frequenza vengo-
no proposti kit preparati per semplificare la
valutazione routinaria della presenza di anti-
corpi antispermatozoo. In un recente lavoro
sono stati testati dei campioni di riferimento
impiegando due tecniche indirette classiche
quali il GAT ed il TAT ed alcuni dei sistemi
commerciali attualmente disponibili sotto for-
ma di kit ELISA e RIA . Nessuno dei kit impie-
gati in questo studio ha fornito risultati
coerenti per la ricerca degli anticorpi antisper-
matozoo presenti in sieri di riferimento a titolo
noto per le metodiche classiche ottenuti dalla
sieroteca del Laboratorio di Immunologia del-
la Riproduzione e Seminologia della V Clinica
Medica dell’'Universita di Roma “La Sapien-
za”, dalla WHO Bank for Reproductive Immu-
nolology e dallo Antisperm Antibody Commit-
tee dellAmerican Society of Immunology of
Reproduction (Lenzi et al., 1990). Sino ad
0ggi, i tentativi nostri e di altri gruppi (Clark et
al., 1987; Saji et al., 1988; Gandini et al.,
1991) di ottimizzare le suddette metodiche si
sono dimostrati inapplicabili in sede di produ-
zione commerciale; infatti, solo I'utilizzazione
come antigene dellintera cellula spermatica,
e non di antigeni estrattivi (su cui sono basati
tali kit), ha consentito la riproducibilita delle
metodiche per la ricerca degli anticorpi anti-
spermatozoo.

In conclusione, sono opportune alcune
considerazioni riepilogative sulla diagnostica
di laboratorio degli anticorpi antispermato-
zoo. Tali indicazioni sono indispensabili per
una corretta esecuzione dei test, al fine di
poter fornire al clinico dei risultati attendibili
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che gli permettano di valutare e, ove possibi-
le, curare linfertilita su base immunologica.
Al fine di evitare risultati falsamente negativi,
ogni campione deve essere analizzato con
piu di uno dei metodi sopra descritti, impie-
gando le tecniche piu sperimentate. Un pro-
tocollo pratico potrebbe essere quello che
prevede I'impiego del GAT e del TAT nel siero
di sangue e nel plasma seminale e I'IBT
diretto per lo studio degli anticorpi adesi alla
superficie degli spermatozoi.

E necessario impiegare la maggiore varie-
ta di sistemi antigenici possibile; per tale moti-
vo tutti i campioni devono essere testati
impiegando come antigeni gli spermatozoi
provenienti da vari donatori. Infatti, recenti
ricerche, impiegando la citofluorimetria, han-
no dimostrato che nell’ambito dell’eiaculato
esistono varie popolazioni di spermatozoi con
differenze antigeniche qualitative e quantitati-
ve. Si pud quindi supporre che nell’eiaculato
di un singolo donatore e, in misura ancora
maggiore, negli eiaculati provenienti da diver-
si donatori, gli spermatozoi siano coinvolti
nella reazione immune in maniera differente e
che queste differenze possano essere I'e-
spressione di un diverso grado di maturita e
di potenzialita fecondante. Probabilmente la
variabilitd nel ruolo svolto dagli anticorpi anti-
spermatozoo sulla capacita fecondante del
seme potrebbe dipendere da un’immunizza-
zione contro antigeni presenti su spermatozoi
dotati di differenti gradi di potenzialita fecon-
dante (Lenzi et al., 1989).

E indispensabile titolare sino alla diluizione
finale i campioni positivi ai metodi indiretti.
Bisogna sempre inserire in ogni analisi un con-
trollo sicuramente positivo ed uno sicuramente
negativo. Deve essere posta una particolare
cura nella preparazione dell’antigene nema-
spermico; tale momento laboratoristico richie-
de una particolare cura ed attenzione, in quan-
to l'attendibilita dei test dipende fondamental-
mente da questo passaggio. Le metodiche
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descritte condotte con tutte le precauzioni
sopra dette ed associate ad una corretta anali-
si seminale, rendono possibile l'identificazione
certa di casi di infertilitd immunologica consen-
tendo un approccio terapeutico sia pur com-
plesso. Negli ultimi anni la mancanza di una
metodica standardizzata ed universalmente
accettata per la rilevazione degli ASA ha por-
tato alcuni autori a mettere in discussione “tout
court” il significato della patologia autoimmune
nella patogenesi dell'infertilita maschile (Hel-
merhorst et al., 1999). Peraltro, 'opinione del
gruppo di ricercatori di Griningen & stata, in
alcuni casi violentemente, contestata da alcuni
dei maggiori esperti nel campo dellimmunolo-
gia della riproduzione (Bronson, 1999; Hjort,
1999; Kutteh, 1999, Mahmoud & Comhaire,
2000).

Terapia dell’infertilita autoimmune
antispermatozoo

Gli ASA possono ridurre la fertilita di un sog-
getto ma raramente sono in grado di annullare
completamente la fertilita della coppia (Dondero
et al., 1979; Marshburn & Kutteh, 1994).

Per quanto riguarda la terapia dell'infertili-
ta immunologica maschile & opportuno distin-
guere casi in cui al momento dellinquadra-
mento diagnostico del paziente infertile la
reazione autoimmune antispermatozoo rap-
presenta l'unico elemento patologico rilevabi-
le e casi in cui la reazione autoimmune si
accompagna ad un evento patologico attuale
a carico del tratto genitale maschile, eventual-
mente in grado di per sé di determinare I'in-
fertilita e comunque di indurre la risposta
autoimmune.

In quest’ultimo caso, prima di impostare
qualsiasi protocollo farmacologico mirato alla
risoluzione della patologia immunitaria, sara
necessario risolvere dapprima la patologia
scatenante di base. La risoluzione di una flo-
gosi prostato-vescicolare pud eliminare o
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ridurre la concomitante reazione autoimmune
scatenata dalla flogosi stessa. Leliminazione
mediante orchiectomia di un testicolo ipotrofi-
co per trauma, torsione funicolare o orchite,
pud portare al normalizzarsi del quadro
immunologico e quindi, successivamente, di
quello seminologico, grazie all’eliminazione
della fonte di stimolo antigenico; lo stesso
accade eliminando cisti epididimarie o cor-
reggendo ostruzioni dei dotti deferenti. Poiché
le suddette patologie sono assai frequenti nei
giovani e possono rappresentare la causa
scatenante di un’autoimmunizzazione non
sempre reversibile, sara opportuno, ai fini
preventivi, tentare di diagnosticare e curare
tali patologie sin dalla puberta. Al contrario,
nei casi in cui la patologia autoimmune &, o
divenuta, il fattore etiopatogenetico principale,

Tab. 1: Schemi terapeutici basati sull’'uso
di corticosteroidi impiegati nella terapia
dell’infertilita su base immunologica

* 96 mg/die di metilprednisolone per sette
giorni, dal 21° al 28°, o dal 1° al 7° giorno del
ciclo della partner per ottenere il massimo
dell’effetto immunosoppressivo di questa alta
dose di steroidi durante I'ovulazione succes-
siva;

* 2-3 mg/die di desametazone per 13 setti-
mane e dosi decrescenti per altre 7 settima-
ne;

* 15 mg/die di prednisone per 3-12 mesi;

e azoospermia transitoriamente indotta
mediante la somministrazione di 250 mg/set-
timana di testosterone enantato al fine di eli-
minare o ridurre la stimolazione antigenica
seguita, alla ripresa della spermatogenesi,
da un trattamento con 16 mg/die di metil-
prednisolone per 30 giorni ed 8 mg/die nei
30 giorni successivi;

e 40 mg/die di metilprednisolone dal 1° al
10° giorno del ciclo seguito da 5 mg /die I'11°
ed il 12° giorno per 3 cicli.
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€ necessario intervenire con protocolli tera-
peutici agenti direttamente sulla patologia
immunologica.

Gli schemi terapeutici piu utilizzati in cam-
po umano si basano sull’uso dei corticosteroi-
di a vari dosaggi e con varie modalita di som-
ministrazione (Tab. 1) (Shulman, 1985b).

Gli autori che hanno riportato effetti positivi
degli steroidi nel ridurre gli ASA circolanti o
legati agli spermatozoi non hanno, tuttavia,
osservato un aumento nelle percentuali di gra-
vidanza (De Almeida & Jouannet, 1981; Haas
& Manganiello, 1987; Bals-Pratsch et al.,
1992). In uno studio in cui i livelli anticorpali
sono stati monitorizzati tramite citofluorimetria,
non sono state ottenute gravidanze in tre cicli
di trattamento (Résédnen et al., 1994). Impie-
gando le stesse dosi di prednisolone invece,
altri autori (Ldahteenmdki et al., 1985) non
hanno ottenuto piu di una gravidanza in un
trattamento steroideo ciclico di 32 coppie affet-
te da ASA. Impiegando un regime ciclico a
basso dosaggio, non ¢ stata osservata alcuna
fluttuazione nei livelli di anticorpi legati agli
spermatozoi, tuttavia, impiegando il Tray
Agglutination Test si € verificato un netto calo
nel titolo sierico dopo la terapia. D’altra parte,
una variazione spontanea del titolo anticorpale
e stata notata anche durante il trattamento con
placebo ed inoltre & stato riportato un effetto
positivo dei corticosteroidi sulle IgG, ma non
sulle IgA (Haas & Manganiello, 1987). La spie-
gazione di questo fenomeno sarebbe legata
ad un effetto differente degli steroidi sull'immu-
nita sistemica rispetto a quella locale.

Nel caso di una notevole immunizzazione
antinemaspermica, negli ultimi anni, sono
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state proposte la FIVET e, piu di recente, la
ICSI come le metodiche di elezione (Acosta
et al., 1989; Dmowski et al., 1995). Impiegan-
do la FIVET, infatti, & stata ottenuta una per-
centuale di fecondazione dell’l82% ed una
percentuale di gravidanze del 33% per
paziente, 22% per ciclo e 24% per transfer
(Acosta et al., 1989).

Nagy et al. (1995), in una serie di 55 cicli
di ICSI, hanno ottenuto un tasso di feconda-
zione del 75.7% in casi in cui la percentuale
di spermatozoi positivi al Mixed Antiglobulin
Reaction test (MAR) risultava pari o superio-
re all'80%. La qualita degli embrioni e la per-
centuale di gravidanze in corso non era cor-
relata con la percentuale di ASA legati alla
superficie degli spermatozoi. Tuttavia, un
dato molto interessante riportato in questo
studio riguarda il fatto che quando questi cicli
sono stati confrontati con un gruppo di con-
trollo negativo agli ASA & stata notata una
ridotta percentuale di embrioni di qualita
eccellente 0 buona. Inoltre, la percentuale di
embrioni di qualita povera era piu alta nei
pazienti con MAR test positivo rispetto alla
popolazione generale delle ICSI (gruppo di
controllo).

In conclusione, la presenza degli ASA
rappresenta un importante fattore in grado di
interferire con varie tappe del processo ripro-
duttivo, pur se ancora oggi I'esatto meccani-
smo patogenetico non & stato chiarito. E, per-
tanto, assolutamente necessario valutare cor-
rettamente la loro presenza ed impostare il
trattamento piu idoneo ed evitare alla coppia
interventi medici o chirurgici inutili se non,
addirittura, dannosi.
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Introduction

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
using surgically retrieved spermatozoa
either from epididymis or testicle has beco-
me during the last years a routine procedu-
re in most IVF (in-vitro fertilization) units.
This methodology has proved to be succes-
sful both in patients suffering from obstruc-
tive (Tournaye et al., 1994; Silber et al.,
1994; Schoysman et al., 1993; Silber et al.,
1995; Gil-Salom et al., 1995a) and non-
obstructive azoospermia (Devroey et al.,
1995a; Gil-Salom et al., 1995b; Tournaye et
al., 1996; Gil-Salom et al., 1998). In addi-
tion, the minimal sperm quality required for
ICSI has made possible to cryopreserve
defective sperm samples. This strategy is of
major interest in the case of valuable
sperm samples, such as surgically retrie-
ved sperm. Herein advantages, techniques
and results of freezing and thawing surgi-
cally retrieved spermatozoa for ICSI are
discussed.

Advantages of cryopreservation

There are several reasons for implemen-
ting cryopreservation of surgically retrieved
spermatozoa for ICSI:

1) Cryopreservation may reduce the num-
ber of sperm retrieval procedures in patients
who have to undergo several ICSI cycles.

Repetition of surgical procedures at
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each ICSI cycle is troublesome for the
patients and, more importantly, can dama-
ge the epididymis and the testicle. Signifi-
cant complications have been described
after repeated extensive testicular sperm
extraction (TESE) procedures by multiple
testicular biopsies in patients with non-
obstructive azoospermia: transient adverse
physiological effects (inflammation or
hematoma at the biopsy site) are common
for up to six months following TESE, and
occasionally permanent testis devasculari-
zation and extensive testicular fibrosis can
occur (Schlegel & Su, 1997). A decrease in
testosterone blood concentrations after
extensive testicular sperm sampling, only
partially reversible within one year of follow-
up, has also been reported (Manning et al.,
1998).

Percutaneous epididymal sperm aspira-
tion (PESA) and percutaneous testicular
sperm aspiration (TESA) techniques have
been developed to minimize both troubles to
the patient and traumatic effects on the epi-
didymis and testicle (Shrivastav et al., 1994;
Craft & Tsirigotis, 1995). Percutaneous
methods have been reported to be, however,
less effective than open procedures in reco-
vering sperm from patients with non-obstruc-
tive azoospermia (Friedler et al., 1997a;
Ezeh et al., 1998), and it is not yet clear if
they are completely free of causing epididy-
mal and testicular damage (Shufaro et al.,
2001).
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2) Cryopreservation allows the temporal
dissociation of the sperm retrieval procedure
in the male and the oocyte pick-up in the
wife.

This approach solves scheduling difficul-
ties between two surgical teams for simulta-
neous sperm and oocyte retrieval. In addi-
tion, this strategy is again of great value for
couples suffering from non-obstructive azoo-
spermia. TESE is successful in only 40-70%
of non-obstructive azoospermia patients, and
there are no reliable pre-operative parame-
ters that can accurately predict TESE outco-
me in the individual patient (Mulhall et al.,
1997; Tournaye et al., 1997, Gil-Salom et
al., 1998). If TESE is performed on the same
day scheduled for oocyte recovery and the
procedure fails, the consequences of an
unnecessary ovarian stimulation treatment in
the wife are important from physical, emotio-
nal and financial point of view. First-line
TESE, followed by sperm freezing when suc-
cessful, ensures sperm availability prior to
the initiation of the ICSI cycle. Consequently,
an appropriate selection of patients with non-
obstructive azoospermia who are candidates
for ICSI can be accomplished, avoiding
unnecessary treatments in the wife in a signi-
ficant proportion of couples (Salzbrunn et
al., 1996, Oates et al., 1997, Gil-Salom et
al., 1998, Ben-Yosef et al., 1999; Gianaroli
etal., 1999).

Therefore, sperm  cryopreservation
should be strongly considered when perfor-
ming the first diagnostic testicular biopsy in
azoospermic patients, with the purpose to
reduce to a minimum the scrotal surgeries
the patient has to undergo (Gil-Salom et al.,
1996; Oates et al., 1997; Ben-Yosef et al.,
1999; Gianaroli et al., 1999). Similarly, cryo-
preservation of epididymal or testicular
sperm at the time of microsurgical repair of
an obstructed seminal tract is highly recom-
mended (Matthews et al., 1997).
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3) Cryopreservation is also a valuable
alternative for azoospermic patients with
testis cancer.

Spermatozoa retrieved from radical
orchiectomy specimens have been succes-
sfully frozen-thawed for ICSI and several pre-
gnancies have been achieved, even in
patients with a solitary testis (Yavetz et al.,
1997; Scherr et al., 1999).

Feasibility of cryopreservation
of surgically retrieved spermatozoa

ICSI using frozen-thawed spermatozoa
retrieved by microsurgical epididymal sperm
aspiration (MESA) was first reported by
Devroey et al. (1995b) in seven patients who
did not become pregnant after a first MESA-
ICSI attempt. Sperm concentration and moti-
lity are usually high in samples obtained by
MESA, which favours cryopreservation of the
recovered epididymal spermatozoa. In fact,
several studies document the feasibility of
freezing and thawing spermatozoa retrieved
by MESA for ICSI (Oates et al., 1996; Hol-
den et al., 1997; Tournaye et al., 1999).
Nevertheless, reports in the literature concer-
ning microinjection of frozen-thawed epididy-
mal spermatozoa recovered by less invasive
methods, like PESA, are scarce (Friedler et
al., 1998; Patrizio, 2000).

Cryopreservation of testicular spermato-
zoa for ICSI involves more difficulties, becau-
se of their usually low concentration and
motility. In our preliminary experience using a
cryopreservation technique in pills (Nagase
& Niwa, 1964), we showed that cryopreser-
vation of testicular spermatozoa is feasible,
and that satisfactory fertilization rates can be
achieved after ICSI using frozen-thawed
testicular spermatozoa (Romero et al.,
1996). We also reported on the first live
births following ICSI with cryopreserved testi-
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cular spermatozoa (Gil-Salom et al., 1996),
these results being confirmed by other
authors (Podsialy et al., 1996, Fischer et
al., 1996; Hovatta et al., 1996, Khalifeh et
al., 1997). Nonetheless, results of comparati-
ve studies on ICSI outcome using fresh or
frozen-thawed testicular spermatozoa are
still controversial (Gil-Salom et al., 1996,
Friedler et al., 1997b; De Croo et al., 1998;
Ben-Yosef et al., 1999; Gianaroli et al.,
1999; Habermann et al., 2000).

For adopting surgically recovered sper-
matozoa cryopreservation as a valid alterna-
tive to repeat sperm retrieval techniques two
important issues should be clarified: firstly,
effective sperm cryopreservation techniques
should be available, offering high sperm sur-
vival rates after thawing. Secondly, ICSI out-
come with frozen-thawed surgically retrieved
spermatozoa has to be comparable to that of
ICSI with fresh spermatozoa.

Cryopreservation techniques

There is not a standard cryopreservation
technique for surgically retrieved spermato-
zoa. Several methods have been used, which
differ in the sperm retrieval techniques, in the
material that is frozen, in the vials used for
storing, as well as in the cryoprotectants and
freezing protocols.

Open surgical procedures (testicular
biopsy or MESA) have been most widely
used with the intention to recover a maximum
of sperm numbers. However, less invasive
techniques have also been employed to
retrieve and cryopreserve epididymal sper-
matozoa, such as the mini-MESA technique
(Nudell et al., 1998; Cayan et al., 2001), the
open macroscopic epididymal aspiration
method described by Cha et al. (1997) and
the PESA procedure (Craft & Tsirigotis,
1995; Friedler et al., 1998; Patrizio, 2000).
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Likewise, successful cryopreservation of testi-
cular spermatozoa retrieved by biopty gun
percutaneous needle biopsy (Tuuri et al.,
1998) and by testicular fine needle aspiration
(Lewin et al., 1999) has also been reported.

Most groups cryopreserve epididymal
and testicular sperm suspensions, the latter
after processing the biopsy specimen and
checking for the presence of free spermato-
zoa in the medium. However, small testicular
tissue pieces (Salzbrunn et al., 1996) and
even isolated seminiferous tubules (Allan &
Cotman, 1997) can also be directly frozen.
Freezing of testicular spermatozoa as min-
ced suspensions, however, has been repor-
ted to better preserve sperm quality than
when intact biopsy specimens are directly
frozen, at least when slowly permeating
glycerol is used as cryoprotectant (Crabbe
et al., 1999).

Several vials have been used for storing
surgically retrieved spermatozoa. Epididymal
and testicular spermatozoa have been cryo-
preserved using straws (Devroey et al.,
1995b; Verheyen et al., 1997, Friedler et al,
1997b; 1998; De Croo et al., 1998; Giana-
roli et al., 1999), polypropylene cryotubes
(Oates et al., 1996; 1997), ampoules (Ben
Yosef et al., 1999) or pills (Romero et al,
1996, Gil-Salom et al, 1996). Cohen et al.
(1997) described an original procedure that
allows cryopreservation of single testicular
spermatozoa by injecting them into empty
zona pellucidae.

TEST (TES and Tris) yolk buffer (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA), Glycerol, Sperm
Freeze Medium (Medicult, Jyllinge, Den-
mark), and Human Semen Preservation
Medium are some of the diverse cryoprotec-
tants used. Freezing protocols are also varia-
ble in different series; in some of them, rapidly
vapor-freezing was performed (Devroey et
al., 1995b; Friedler et al., 1997), whereas in
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others, slow controlled freezing programs
were used (Verheyen et al., 1997; Oates et
al., 1997). Nevertheless, reports about the
real efficacy of surgically retrieved sperm
cryopreservation techniques in large series
are scarce (Batchell et al., 1999).

Cryopreservation in pills: technique

From the beginning, we chose a cryopre-
servation technique in pills (Nagase & Niwa,
1964), because we looked for a method
which permits the distribution of the few sper-
matozoa retrieved by TESE into as much ali-
quots as possible. We also utilize this method
for cryopreserving epididymal and poor qua-
lity ejaculated sperm samples.

For epididymal sperm retrieval, we use an
aspiration technique similar to that described
by Cha et al. (1997). Under spermatic cord
block, a small vertical incision of 1 cm is perfor-
med in the scrotum over the upper pole of the
testis. The tunica vaginalis is opened and the
testis is pushed downwards until the head of
the epididymis can be seen through the inci-
sion. Epididymal tubules are punctured under
direct view with a 23-gauge butterfly needle
attached to a 10 ml syringe containing Sperm
medium (Medicult, Copenhagen, Denmark), in
a similar way as in PESA. Suction is applied to
the syringe and epididymal fluid is seen ente-
ring the tubing of the butterfly needle. When
the fluid ceases to flow, an occlusive artery for-
ceps is applied across the tubing before the
needle is withdrawn from the epididymis. The
aspirate is then washed out of the needle and
tubing into a sterile conical tube. The procedu-
re can be repeated as many times as the good
quality of the sample is assessed microscopi-
cally. This method allows a direct view of the
epididymis, helping in the selection of the
areas of the head of the epididymis for aspira-
tion and in the hemostasis, should some blee-
ding occur. It is an outpatient procedure not
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requiring hospitalisation, general anesthesia or
intravenous sedation (Gil-Salom et al., 1999).

For testicular sperm retrieval, a standard
TESE procedure (Silber et al., 1995) is per-
formed by open testicular biopsies under
spermatic cord block. After dispersing
mechanically the testicular tissue in a Petri
dish containing Sperm medium (Medicult,
Copenhagen, Denmark), the presence of
motile spermatozoa is checked under an
inverted microscope at 400x. Only samples
with at least a few motile spermatozoa are
frozen. The fluid content of the dish is then
aspirated, placed in a 10 ml conical tube,
and centrifuged at 600xg for 5 minutes.

Details of the cryopreservation technique
have been previously described (Romero et
al., 1996, Gil-Salom et al., 1996). Briefly,
before freezing, 1 ml of Test Yolk Buffer cryopre-
servation medium containing glycerol (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA) is added to the
sperm pellet. The mixture is then homogenized
and placed in a 4°C bath for 45 minutes. The-
reafter, the mixture is again homogenized, and
disposed, with the help of an automatic pipette,
in 10-15 100pl-droplets on a dry ice surface.
Frozen droplets (“pills”) are plunged into liquid
nitrogen (-196°C) and stored. Since 1998,
Sperm Freezing Medium (Medicult, Jyllinge,
Denmark) was used as cryoprotectant.

For thawing, three pills are removed from
the liquid nitrogen and placed in a 5 ml conical
tube for 5 min at room temperature. The tube
with the pills is then placed in a 37°C and 5%
CO2 chamber for 15 min. For removing the
cryopreservation medium the specimens are
washed by centrifugation with 2 ml IVF
medium at 600xg for 5 min. After elimination
of the supernatant, the pellet is resuspended
in 100 pl. This final suspension is incubated at
37°C and 5% CO2 for two hours. Thereafter,
the presence of motile spermatozoa for ICSI
is checked under an inverted microscope.
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When all spermatozoa are initially immotile,
1ul of pentoxifylline (20mg/ml) is added to the
sperm suspension to enhance sperm motility
(Terriou et al., 2000). If no motile spermato-
zoa are observed after waiting for 2-3 hours,
additional three-pill sets are thawed until
sperm motility is assessed.

Cryopreservation in pills: results

Between February 1995 and September
2001, we have applied this technique to 467
patients who underwent a total of 182 epi-
didymal aspiration and 476 TESE procedu-
res. In 147 surgical sessions, epididymal and
testicular spermatozoa were obtained simul-
taneously; in 35 cases only epididymal sper-
matozoa were retrieved, and in 329 cases
only TESE was performed. TESE and/or epi-
didymal sperm retrieval were performed
during a ICSI cycle, on the same day schedu-
led for oocyte retrieval, in 134 and 49 cases,
respectively. In these cases, after performing
ICSI with fresh spermatozoa, spermatozoa in
excess were frozen. In 342 cases, TESE was
performed during the diagnostic testicular
biopsy as part of the diagnostic work-up in
the male, all the retrieved spermatozoa being
directly frozen for eventually performing ICSI
later on. Similarly, in 113 cases, epididymal
sperm aspiration was performed prior to ini-
tiating ovarian stimulation in the wife.

A total of 155 epididymal sperm samples
have been already thawed, and in 151 of them,
motile spermatozoa were obtained after tha-
wing, for a survival rate of 97%. The four tha-
wing failures occurred during the first months of
experience with the technique; no thawing failu-
res of epididymal sperm frozen samples have
been observed since 1996. In 92 cases, one
ICSI cycle with frozen-thawed epididymal sper-
matozoa was performed, whereas in 47, 8 and
4 cases, two, three and four consecutive ICSI
cycles were carried out using thawed aliquots
from the same frozen sperm samples, respecti-
vely. Overall, frozen aliquots from 137 epididy-
mal spermatozoa samples still remain for even-
tual future use or have been destroyed accor-
ding to the patients instructions.

Out of the 332 frozen testicular sperm sam-
ples that have been already thawed, in 311
cases (94%) enough motile spermatozoa for
ICSI were obtained. One ICSI cycle was perfor-
med after successfully thawing aliquots from
203 samples. In 89 cases, two ICSI cycles were
carried out using aliquots from the same frozen
sample. Three and four consecutive ICSI cycles
could be done using aliquots from the same fro-
zen samples in 18 and one case, respectively.
Frozen aliquots from 213 frozen testicular
sperm samples still remain for eventual future
use and have not yet been thawed, or, alternati-
vely, have been discarded according to patients
instructions. Post-thaw motility rates according
to the etiology of infertility are shown in table 1.

Table 1: Post-thaw motility rate of frozen testicular spermatozoa according to the etiology of infertility

No. thawed No. samples with Post-thaw
samples motile sperm motility rate (%)
Obstructive azoospermia 193 187 97
Non-obstructive azoospermia 105 92 88
Anejaculation 20 19 95
Necrozoospermia 10 9 90
Azoospermia*® 4 4 100
Total 332 311 94

*Azoospermia of unkwnown origin (histology not available)

Male infertility today #2
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In 21 frozen testicular sperm samples (6%)
no motile spermatozoa were found after tha-
wing. In one of these patients, epididymal sper-
matozoa had been simultaneously frozen, and
ICSI was carried out with thawed epididymal
spermatozoa. In two patients who refused a
second testicular biopsy, ICSI was carried out
using the immotile frozen-thawed testicular
spermatozoa. In the remaining 18 patients, a
second TESE attempt was performed on the
day of oocyte retrieval as a backup procedure.
In 14 of them, motile spermatozoa were retrie-
ved, and ICSI was carried out using these fresh
motile testicular spermatozoa. However, in 4
cases (all of them suffering from non-obstructi-
ve azoospermia) no spermatozoa were found
after a second TESE attempt. Two ICSI cycles
using donor sperm were performed, but the
other two couples did not accept donor sperm
and ICSI was carried out using the immotile fro-
zen-thawed testicular spermatozoa.

ICSI outcome of the four cycles using
immotile frozen-thawed testicular sperm was
variable: there was one fertilization failure, but
normal fertilization was observed in the other
three cycles, one of which finished with a clini-
cal pregnancy and a live birth. On this matter,
Batchell et al. (1999) have shown, using vital
stains and the hypo-osmotic sweeling (HOS)
assay, that a high proportion of immotile testicu-
lar spermatozoa after thawing have, in fact, sur-
vived cryopreservation. Confirming these
results, several studies (Rives et al., 1998;
Gianaroli et al., 1999) document that immoti-
le spermatozoa recovered from cryopreserved
testicular tissue are capable of fertilization,
organizing embryo development and yield pre-
gnancies. It has been suggested that the HOS
test can be useful as a method for selecting the
immotile, but alive, spermatozoa for microinjec-
tion (Batchell et al., 1999). HOS test reliability
in cryopreserved sperm samples, however, has
been questioned because of the freezing-tha-
wing damage to cell membrane of the sperma-
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tozoa (Esteves et al., 1996). Alternatively, in-
vitro culture during 72 hours of testicular sper-
matozoa before freezing has been tested with
the intention to increase both initial and post-
thaw sperm motility. Results of this approach,
however, are controversial (Emiliani et al.,
2000; Liu et al., 2000). In any case, when only
non-motile spermatozoa are found on the initial
TESE procedure, they usually remain non-
motile after in-vitro culture (Liu et al., 1997).

Finally, it should be mentioned that 9 of the
21 testicular sperm thawing failures occurred
during the first year of experience with the
technique (1995). From 1996 until now, only
12 failures have been observed after thawing
299 testicular sperm frozen samples, so
increasing the overall survival rate to 96%.
Using a second TESE procedure on the day
of oocyte retrieval as a backup procedure,
should the thawing attempt fail, 98% of the
ICSI cycles in this series could be performed
using motile testicular spermatozoa.

These results confirm that cryopreservation
of epididymal and testicular spermatozoa in
pills is an effective and rather safe technique,
which can be used both in obstructive and in
non-obstructive azoospermia, obviously with
better results in patients with normal sperma-
togenesis. This technique is also effective
when epididymal spermatozoa are retrieved by
a simplified retrieval procedure.

ICSI results using
cryopreserved spermatozoa

Although most studies show no differences
in overall ICSI outcome using fresh or frozen-
thawed epididymal spermatozoa (Devroey et
al., 1995b; Nagy et al., 1995; Qates et al., 1996;
Cha et al., 1997; Friedler et al., 1998; Cayan et
al., 2001) fewer top grade embryos (Hutchon et
al., 1998) and lower overall pregnancy rates
(Palermo et al., 1999; Tournaye et al., 1999)

Male infertility today #2



have been reported in some series in the fro-
zen-thawed group. In studies focused on PESA,
ICSI outcomes using fresh and frozen-thawed
epididymal spermatozoa were found to be com-
parable (Friedler et al., 1998; Patrizio, 2000).

Concerning testicular sperm, we showed in a
preliminary series of 12 couples, that results
after ICSI with fresh and with cryopreserved
testicular spermatozoa were not significantly dif-
ferent (Gil-Salom et al., 1996). These results
agree with those reported in more recent series
(Ben-Yosef et al., 1999; Habermann et al.,
2000; Gil-Salom et al., 2000). In other studies,
however, lower cleavage rates (Verheyen et al.,
1997), ongoing pregnancy rates (Friedler et
al., 1997b) and implantation and live birth rates
(De Croo et al., 1998) were found after ICSI
with frozen-thawed testicular spermatozoa.

These differences may be due to several
factors: different cryopreservation techniques,
distinct sperm retrieval methods, low number of
patients studied, etc. Moreover, there are intrin-
sic difficulties in the design of comparative stu-
dies that may play an important role. For com-
paring fertilization and embryo cleavage rates, a
prospective study on sibling oocytes randomly
assigned to a fresh or to a frozen-thawed sperm
groups would be, probably, the design of choice.
Unfortunately, this is not possible for obvious
reasons: to obtain surgically fresh spermatozoa
from patients who already have frozen sperm
samples would be an unacceptable overtreat-
ment. Therefore, comparative studies are inva-
riably nonradomized and retrospective, and this
approach has several limitations.

If the study is conducted during a short
period, only few cases are included, which limits
the power of any statistical analysis. On the con-
trary, if the study period is increased to include a
large number of patients, evolution of technical
details on sperm retrieval methods, cryopreser-
vation techniques and ICSI methodology itself
usually leads to an improvement of results with
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time. Indications of ICSI with fresh or frozen-tha-
wed spermatozoa can also change with time,
and this may influence overall ICSI results. This
bias is evident in the large series that will be
here analyzed. As shown in figure 1, our fertili-
zation and pregnancy rates after ICSI with testi-
cular spermatozoa have improved with time,
but, simultaneously, the proportion of ICSI
cycles with cryopreserved testicular sperm has
also increased considerably (Fig. 2).

Fig. 1 Evolution of fertilization
and pregnancy rates
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Fig. 2 Evolution of the number of ICSI
cycles with fresh and frozen-thawed
testicular spermatozoa

OFresh TFrozen-thawed

120

100+

807

60

40+

20

94-95 1996 1997 1998 1999 2000 2001

This evolution clearly favours ICSI results
using cryopreserved testicular sperm.
In addition, some series include couples
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that undergo a first ICSI cycle with fresh
spermatozoa and a second cycle using sper-
matozoa that have been frozen during the
first one, in order to control better female fac-
tor variables (Gil-Salom et al., 1996; Friedler
et al., 1997b; 1998; Hutchon et al., 1998;
Tournaye et al., 1999; Cayan et al., 2001).
Nevertheless, when this strategy is applied,
besides of the unfeasibility to compare pre-
gnancy rates, a clear selection bias exists:
most couples proceed to a second or more
ICSI cycles because of pregnancy failure in
the initial cycle. In addition, knowledge about
the female partner gained from the clinical
experience of the first ICSI cycle may also

Table 2: Indications for TESE and ICSI

influence the results (Cayan et al., 2001).

Despite these caveats, we have analyzed
a large retrospective series, which includes
604 couples that underwent from April 1994
to September 2001 a total of 926 ICSI
cycles. In 197 couples, the male partner suf-
fering from obstructive azoospermia, 75 ICSI
cycles with fresh epididymal sperm and 226
ICSI cycles with frozen-thawed epididymal
spermatozoa were performed. The testicular
group is composed by 407 couples, which
underwent 176 ICSI cycles with fresh testicu-
lar spermatozoa and 443 ICSI cycles using
frozen-thawed testicular sperm. Indications
for TESE and ICSI are shown in table 2. All

Obstructive azoospermia
Non-obstructive azoospermia
Anejaculation
Necrozoospermia
Azoospermia*

Total

No. ICSI cycles

Total Fresh Frozen-thawed
352 90 262

173 39 134

56 29 27

30 16 14

8 2 6
619 176 443

*Azoospermia of unkwnown origin (histology not available)

Table 3: Oocyte characteristics, fertilization and cleavage rates after ICSI using fresh and cryopreser-

ved epididymal spermatozoa

Fresh Cryopreserved
No. of cycles 75 226
Mean female age (years, + SD) 32.7 (4.1) 34.1 (4.2)
No. of oocytes injected (mean = SD) # 761 (10.2 + 5.6) 2,235 (9.9 + 5.6)
Intact oocytes (% of injected) 683 (89.8) 2,005 (89.7)
No. 2-pronuclear oocytes (% of intact) 418 (61.2) 1,310 (65.3)
Mean 2-pronuclear fertilization rate (+ SD) ° 66.2 (+ 25.4) 69.7 (+ 23.7)
No. of fertilization failures 2 4
No. of cleaved embryos (% of 2-PN) 366 (87.6) 1,103 (84.2)

2 Value is mean + standard deviation of the variable within each cycle
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patients showed a normal 46, XY karyotype
except for three patients with a non-mosaic
47,XXY Klinefelter syndrome. In congenital
bilateral absence of vas deferens couples,
cystic fibrosis carrier status was evaluated in
both partners. Informed consent about ICSI
procedures was obtained from all patients.

ICSI outcomes using epididymal spermato-
zoa are shown in tables 3 and 4. No significant
differences were found when comparing results
after ICSI with fresh and with frozen-thawed

spermatozoa (Mann-Whitney U test or Chi-
square test, when required). Results after ICSI
with testicular spermatozoa are shown in tables
5 and 6. Although mean fertilization rate per
cycle, as well as implantation and pregnancy
rate, was higher in the cryopreserved group,
these differences did not reach statistical signi-
ficance. Despite the abovementioned limita-
tions, these results confirm that high fertilization
and pregnancy rates can be achieved after
ICSI with frozen-thawed surgically retrieved
spermatozoa from the epididymis and testicle.

Table 4: Pregnancy rates after ICSI using fresh and cryopreserved epididymal spermatozoa

Fresh Cryopreserved
No. of cycles with embryo transfer (%) 73 (97.3) 203 (90.2)
Mean no. of embryos per transfer (+ SD) * 3.3 (x1.1) 3.0 (x1.4)
No. of cryopreserved embryos 120 347
No. of clinical pregnancies 23 64
Clinical pregnancy rate per started cycle (%) 30.7 28.3
Clinical pregnancy rate per embryo transfer (%) 315 31.5
Implantation rate (%) 12.6 13.8
No. of miscarriages (%) 5 (22) 14 (22)
No of ectopic pregnancies 0 1
No. of ongoing pregnancies 18 49
No. of deliveries * 18 45
Live births 24 62
Singleton 12 29
Sets of twin 6 15
Sets of triplets 0 1
Congenital malformations 0 1

2 Value is mean + standard deviation of the variable within each cycle
® Four pregnancies in the cryopreserved group are still ongoing

Conclusions

Cryopreservation of surgically retrieved
spermatozoa is a very useful tool in assisted
reproduction, avoiding repetition of surgical
sperm retrieval procedures and allowing a
proper selection of non-obstructive azoosper-
mia couples for ICSI. Cryopreservation in pills
of surgically retrieved spermatozoa is an
effective and rather safe technique, offering
high sperm survival rates after thawing. Stu-
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dies comparing results after ICSI using fresh
or frozen-thawed surgically retrieved sperma-
tozoa have intrinsic, design-related limita-
tions. Nevertheless, ICSI with cryopreserved
epididymal and testicular spermatozoa offers
high fertilization, pregnancy, and live birth
rates. Therefore, freezing of spermatozoa
should always be considered when perfor-
ming a diagnostic testicular biopsy or a micro-
surgical reconstruction of the seminal tract.
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Table 5 Oocyte characteristics, fertilization and cleavage rates after ICSI using fresh and
cryopreserved testicular spermatozoa

Fresh Cryopreserved
No. of cycles 176 443
Mean female age (years, + SD) 33.4 (4.5) 33.7 (4.5)
No. of oocytes injected (mean + SD) ° 2,009 (11.4 +9.7) 4,813 (10.9 + 6.4)
Intact oocytes (% of injected) 1,800 (89.6) 4,369 (90.8)
No. 2-pronuclear oocytes (% of intact) 1,016 (56.4) 2,814 (64.4)
Mean 2-pronuclear fertilization rate (+ SD) ° 64.4 (+ 24.5) 68.1 (+ 22.6)
No. of fertilization failures 3 10
No. of cleaved embryos (% of 2-PN) 863 (84.9) 2,321 (82.5)

2 Value is mean + standard deviation of the variable within each cycle

Table 6: Pregnancy rates after ICSI using fresh and cryopreserved testicular spermatozoa

Fresh Cryopreserved
No. of cycles with embryo transfer (%) 169 (97.7) 413 (94.3)
Mean no. of embryos per transfer (+ SD) * 3.4 (x1.4) 3.0(x1.2)
No. of cryopreserved embryos 239 589
No. of clinical pregnancies 51 148
Clinical pregnancy rate per started cycle (%) 29.0 33.4
Clinical pregnancy rate per embryo transfer (%) 30.2 35.8
Implantation rate (%) 12.3 16.4
No. of miscarriages (%) 10 (20) 27 (18)
No of ectopic pregnancies 1 3
No. of ongoing pregnancies 40 118
No. of deliveries * 38 98
Live births 52 138
Singleton 25 62
Sets of twin 12 32
Sets of triplets 1 4
Congenital malformations 0 2

2 Value is mean + standard deviation of the variable within each cycle
® Two pregnancies in the fresh and 20 in the cryopreserved group are still ongoing
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IL RUOLO DELLEPIDIDIMO NELLINFERTILITA

Robert Schoysman

Schoysman Infertility Management Foundation - Bruxelles

Introduzione

La formazione di spermatozoi con ade-
guata capacita fecondante ¢ il risultato di una
lunga cascata di eventi alla quale contribui-
scono tutti gli organi dellapparato genitale
maschile. A partire dai tubuli seminiferi fino
alluretra, dove entrano in contatto con le
secrezioni delle ghiandole seminali accesso-
rie, gli spermatozoi subiscono una serie di
modificazioni morfofunzionali indotte da fattori
endocrini, biochimici e genetici. Tuttavia,
anche in condizioni fisiologiche favorevoli, solo
una minoranza degli spermatozoi emessi con
I'ejaculazione & in grado di fertilizzare in-vivo e
dare quindi inizio ad una gravidanza evolutiva.

Agli albori dell’Andrologia moderna gli
studi sulla fertilita maschile si sono orientati
principalmente sulla qualita della cellula
spermatozoo, sottovalutando il contributo di
tutta la via seminale (dai duttuli efferenti all’'u-
retra). A tale riguardo il testicolo e I'epididimo
giocano ovviamente un ruolo preminente nel-
lo sviluppo e nella acquisizione della capaci-
ta fecondante dello spermatozoo. Le ghian-
dole accessorie svolgono un ruolo che
potremmo definire minore, essendo deputate
alla produzione di plasma seminale che con-
tribuisce alla loro sopravvivenza in vagina.

Limportanza dell’'epididimo nella matura-
zione dello spermatozoo € nota fin dagli anni
’60. Prima di allora tale ruolo era stato solo ipo-
tizzato. Dopo decenni di ricerca sulla fisiologia

Versione italiana a cura di M. Mancini &
G. Piediferro
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e sulla patologia epididimaria si € oggi giunti
alla conclusione che tale organo gioca un ruo-
lo di importanza pari solo a quello del testicolo.
Le funzioni dell’epididimo sulla maturazione
dello spermatozoo sono molteplici e sebbene
alcuni processi debbano essere chiariti € non
sia ancora stata stilata una precisa mappa del-
la secrezione epididimaria, &€ ormai chiaro che
i diversi segmenti di quest'organo secernono
specifiche sostanze necessarie allo spermato-
Z00 per acquisire la capacita motoria e la com-
petenza a fertilizzare l'oocita.

Quando I'epididimo viene coinvolto da
patologie congenite od acquisite le ripercus-
sioni sulla fertilita spontanea possono diven-
tare drammatiche. Le disfunzioni che ne con-
seguono risultano eterogenee, potendo inter-
ferire sulla qualita degli spermatozoi, ma
anche sulla canalizzazione dell’organo, con
ovvie ripercussioni sulla concentrazione e
sulla conta totale degli spermatozoi ejaculati.
Possiamo pertanto distinguere infertilita
maschili epididimarie caratterizzate da:

* Inadeguata attivita secretoria
¢ Oligozoospermia

¢ Azoospermia.

Inadeguata attivita secretoria
dell’epididimo

Questa situazione pu0 in prima istanza
essere sospettata quando la motilita degli sper-
matozoi nell’ejaculato € assente o molto bassa,
0 quando essa risulta non rettilinea. Recenti
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ricerche hanno dimostrato la predominante
importanza della secrezione di alcuni tratti del-
I'epididimo. Un tipico esempio & la FMP (for-
ward moving protein) secreta nella porzione
prossimale del caput epididymis. Un deficit di
questa proteina provoca una totale immobilita
degli spermatozoi ejaculati oppure la mancan-
za di motilita progressiva. Non conoscendone
la causa (genetica? acquisita?), non esiste
neppure una terapia specifica che possa
migliorare la motilita degli spermatozoi.

Un deficit secretorio pud comportare
immobilita spermatozoaria, o talvolta sper-
matozoi mobili ma infertili. Nel 2% dei maschi
infertili ma apparentemente normozoosper-
mici, gli spermatozoi non sono in grado di
penetrare gli oociti in corso di IVF classica. In
questi pazienti 'unica soluzione disponibile
al momento € la iniezione di spermatozoi nel
citoplasma ovocitario (ICSI).

Oligozoospermia epididimaria

Nonostante la rilevante mole di ricerche
sulla oligoastenozoospermia, questo problema
rimane uno degli argomenti piu dibattuti in
andrologia. Ovviamente I'oligo-asteno-terato-
zoospermia (OAT) non & di per sé stessa una
patologia, ma I'effetto di differenti patologie,
alcune delle quali note, altre ancora da indivi-
duare. Il 50% circa delle OAT viene classificato
come idiopatico. Non essendo disponibile per
queste ultime una cura efficace, il poter scopri-
re una precisa etiologia permetterebbe di
aumentare le chance di trattamento. Per stu-
diare le anomalie della meiosi spermatozoaria
in soggetti affetti da OAT abbiamo in passato
praticato un gran numero di biopsie testicolari
in collaborazione con i nostri genetisti. Questa
ricerca ha messo in luce che il 17% dei maschi
affetti da OAT severa risulta portatore di una
anomalia cromosomica a carico delle cellule
della spermatogenesi, non necessariamente
evidenziabile sul sangue periferico. Nellambito
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della stessa ricerca abbiamo isolato un gruppo
di pazienti nei quali I'oligozoospermia era di
natura epididimaria. In questi soggetti infatti la
meiosi e la spermatogenesi risultavano assolu-
tamente normali, in contrasto con un quadro di
severa oligospermia in ripetuti spermiogrammi.
Questa discrepanza ci ha portato ad esamina-
re attentamente 'epididimo. In sede intraope-
ratoria si sono evidenziati epididimi di volume
normale ma con aree discromiche alternate a
tubuli dilatati ed a sclerosi. Palpatoriamente tali
anomalie corrispondevano a indurimenti ed a
nodularita al caput e al corpus epididymis. La
maggior parte di questi casi era legato a
sequele di infezioni (evidentemente asintomati-
che), che avevano provocato una subostruzio-
ne dei tubuli epididimari con difficolta di trans-
ito spermatozoario.

Lanamnesi di soggetti gravemente oligo-
zoospermici 0 azoospermici rivela occasional-
mente un trauma in regione scrotale o una
infezione, usualmente descritta dai pazienti
come “orchite”. Le indagini routinarie rivelano
di norma un quadro ormonale normale. Lesa-
me obiettivo documenta testicoli di consisten-
za normale ed un epididimo che pud essere in
alcuni casi discretamente dilatato, ed in altri
assolutamente normale. In questi casi il
sospetto di una sub-ostruzione epididimaria
puo essere risolto solo mediante un’esplora-
zione scrotale. Quest'ultima pud documentare
la presenza di aderenze tra tunica albuginea e
tunica vaginale che provocano uno strangola-
mento dell’epididimo (usualmente a livello del
corpo epididimario). Quando la compressione
esercitata dalla sinechia non risulta molto ser-
rata, la canalizzazione del tubulo epididimario
pud essere parzialmente conservata (oligo-
zoospermia). Quando la compressione & molto
serrata essa pud provocare una ostruzione
completa dell'organo. In tali circostanze I'epidi-
dimo appare dilatato a monte della zona di
compressione, mentre a valle risulta ipotrofico.
In tali casi si suggerisce di praticare una epidi-
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dimolisi e liberare il corpo epididimario al fine
di permettere un miglioramento del transito
degli spermatozoi. Tuttavia quando gli strango-
lamenti risultano molto serrati, la elevata pres-
sione nel tubulo epididimario a monte puo ave-
re nel frattempo provocato la rottura del tubulo
stesso in pil punti €, con un meccanismo a
cascata, flogosi e fibrosi epididimaria con tota-
le sovvertimento della sua canalizzazione. In
questi casi pertanto la lisi delle sinechie non
dovrebbe apportare alcun miglioramento sul
quadro seminale. Questa situazione non puo
comunque essere prevista durante I'esplora-
zione chirurgica, poiché il ripristino del normale
passaggio degli spermatozoi pud essere valu-
tato solo mediante lo spermiogramma a
distanza di settimane o mesi. In una nostra
esperienza su 9 pazienti trattati, la ricanalizza-
zione é stata ottenuta in cinque, rimanendo
quattro pazienti immodificati (tre azoospermici,
ed uno oligospermico severo). Quest'ultimo
dato documenta che, in aggiunta alla lesione
epididimaria esterna, c’era anche una ostru-
zione tubulare conseguenza o di una com-
pressione di lunga data o gia presente al
momento del trauma o della infezione.

Un’altra causa responsabile di oligo-aste-
nozoospermia € la inversione verticale dell’epi-
didimo (Fig. 1). Si tratta di una anomalia anato-
mica congenita, dove il polo superiore del testi-
colo e quindi il caput epididimario basculano in
avanti e inferiormente. La coda dell’'epididimo,
che contiene la maggior parte degli spermato-
zoi disponibili al momento dell’ejaculazione,
viene quindi a trovarsi alla radice dello scroto,
ad una temperatura piu elevata. Questi maschi
possono essere affetti da OAT, pur con una
spermatogenesi eccellente. Esperimenti con-
dotti su roditori a cui era stata creata chirurgi-
camente una analoga situazione anatomica di
malposizione epididimaria hanno dimostrato
una importante riduzione della motilita e della
capacita fertilizzante degli spermatozoi.

Se ne conclude che tale anomalia anatomica
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porta frequentemente ad oligo-astenospermia.

Per concludere possiamo dire che buona
parte delle OAT sono causate da un danno
della spermatogenesi, ma vi sono numerose
evidenze che spostano I'attenzione verso
una responsabilitd epididimaria che nella
nostra esperienza ammonta al 40% dei casi.

Fig. 1: Inversione verticale del testicolo: reperto
intraoperatorio. Il caput epididymis (CA) é posiziona-
to caudalmente mentre dalla coda (CO), posta cra-
nialmente, prende origine il dotto deferente (sospeso
da una fettuccia).

Azoospermia epididimaria

Lostruzione completa di entrambi gli epidi-
dimi provoca azoospermia. Le cause di ostru-
zione sono in parte le stesse descritte per le
forme di oligozoospermia epididimaria. Un ruo-
lo preminente spetta alle forme infettive, gene-
ralmente da chlamydia o da gonococco. Tra le
forme congenite prevale la agenesia dei dotti
deferenti e di una parte piu 0 meno consisten-
te del corpus e della cauda degli epididimi.

Per quanto concerne il trattamento rico-
struttivo dell’epididimo si rimanda al capitolo
“Ricanalizzazione microchirurgica della via
seminale prossimale” pubblicato su “Llnferti-
lita Maschile Oggi”, Vol. 1/2001. Nei casi
dove non sia possibile ricostruire la via semi-
nale ostruita si ricorre alla riproduzione assi-
stita (ICSI) utilizzando spermatozoi prelevati
dall’epididimo o dal testicolo (si veda in det-
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taglio il capitolo “Recupero chirurgico degli
spermatozoi: che metodo utilizzare?” pubbli-
cato sempre nel suddetto volume).

Conclusioni

| successi della ICSI con spermatozoi
prelevati chirurgicamente dall’epididimo o dal
testicolo ha spinto alcuni Autori ad affermare
che la ricerca sulla fisiologia epididimaria
risulta ormai di scarso interesse, riducendo
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THE EPIDIDYMIS AS ATARGET
FOR MALE CONTRACEPTION

Trevor G. Cooper

Institute of Reproductive Medicine of the University, Minster, Germany

1. Introduction

The advantage of post-testicular contracep-
tion lies in its rapid onset of infertility, its rever-
sible nature and the fast return of fertility once
therapy is withdrawn. As such, it has much to
offer over the hormonal approaches that aim
to block testicular sperm production which
take months for sperm numbers to be redu-
ced sufficiently for effective contraception.
Seeking ways to bring about "functional steri-
lity" by an epididymal approach is no idle con-
cept, since natural infertility stemming from
epididymal dysfunction is observed in several
domestic species and some transgenic mice
(see Cooper, 1992; Yeung et al., 1998).
Although epididymal malfunction has been sug-
gested to account for 20% of cases of human
necrozoospermia (Nduwayo et al., 1995), it is
difficult to prove and there are few cases of
male infertility unequivocally caused by epididy-
mal dysfunction (De Kretser et al., 1998). There
is however, increasing evidence that human
spermatozoa within the epididymal canal
undergo similar maturational processes as do
sperm from other species, so that the reports
on post-testicular contraceptives describing ani-
mal experiments are based on physiological
principals of sperm transport, maturation and
storage that are applicable to man.

2. Epididymal involvement in human
sperm maturation and storage

To achieve fertilisation, spermatozoa
sequentially have to be able to penetrate
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cervical mucus, survive in the uterus,
negotiate the utero-tubal junction, interact
with oviductal epithelial cells, migrate
towards the ovum, penetrate the cumulus
oophorus, bind to the zona pellucida,
undergo the acrosome reaction on the
zona, fuse with the vitellus, activate the
egg, condense its chromatin, organise the
mitotic spindle and support normal embr-
yo development. All these processes are
acquired within the human epididymal
canal (Cooper, 2000). Whereas flagellar
motility development appears epididymis
independent, coordinated flagellation
requires the epididymal environment.
Many secreted epididymal glycoproteins
have been identified that bind to particular
sperm membrane domains are involved in
facilitating sperm-ovum interaction. For
example, P34H and SOB3 (sperm-oocyte
binding protein 3) are involved in primary
and secondary binding to the zona pellu-
cida; HE1 (a sterol-binding protein) may
be involved in modifying the membranes
so that the acrosome reaction can occur;
SOB1, SOB2 and CD52 are involved in
sperm-oocyte binding/fusion.

As the post-testicular maturation of sperm
involves their generally slow transport of
through the epididymal canal (4-12 days)
during which they take up specific secre-
tions, studies attempting to induce infertility
in animals can be categorised as those that
interrupt sperm transport, modifying luminal
fluid composition or attacking spermatozoa
themselves.
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3. Compounds that alter the epididy-
mal transport of spermatozoa

The aim here is to speed up or arrest
sperm transport. The former should reduce
the time that sperm spend in contact with
epididymal secretions and lead to the eja-
culation of immature, potentially non-fertili-
sing spermatozoa; it may also deplete the
caudal sperm reserve so that suboptimal
numbers of sperm are ejaculated. The
opposite approach of slowing down sperm
transport should prevent seminal emission
from the cauda epididymidis and produce
azoospermia.

(a) Drugs that act on sympathetic
innervation

This approach is based on knowledge of
peritubular muscle contraction in the rat, in
which there is little classical innervation
proximally and dense adrenergic innerva-
tion distally. As contraction of the cauda is
accompanied by that of the ductus deferens
and ampulla at the time of ejaculation,
adrenergic and cholinergic agonists or
antagonists can bring about changes in epi-
didymal contractility and influence fertility.

They include (i) sympathomimetics (e.g.
methoxamine) that induces rapid infertility,
as a consequence of reduced ejaculated
sperm numbers, when implanted close to
the epididymis in silastic capsules
(Ratnasooriya et al., 1980); (ii) parasympa-
tholytic agents (e.g. oxyphenonium) cause
a temporary reduction in fertility owing to
reduced ejaculated sperm numbers, when
placed adjacent to the epididymis
(Ratnasooriya, 1982); (iii) sympathoplegic
agents that interfere with seminal emission,
cause sperm retention in the tail of the epi-
didymis and decrease vaginal sperm num-
bers (e.g. a-receptor blockers). One of the
first a-blockers tested as a contraceptive
was phenoxybenzamine which causes
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infertility as a result of anejaculation (Paz et
al., 1984). Subcutaneous injections of the
ai-blockers prazosin (Ratnasooriya &
Wadsworth, 1990) and tamsulosin
(Ratnasooriya & Wadsworth, 1994) induce
rapid infertility by the same mechanism and
prazosin decreases vaginal sperm numbers
when placed adjacent to the epididymis
(Ratnasooriya & Wadsworth, 1984). Fertility is
incomplete and preimplantation losses are
observed with both prazosin and tamsulo-
sin (Ratnasooriya & Wadsworth, 1994). (iv)
sympatholytic agents and sympathetic
ganglionectomy deplete noradrenaline
from neurones. Guanethidine induces irre-
versible infertility at high doses, and rapid
but temporary infertility at lower doses, by
reducing ejaculated sperm numbers
(Ratnasooriya & Manatunga, 1981). The
sperm themselves, however, are viable,
motile, display normal chromatin condensa-
tion and can fertilise eggs by uterine inse-
mination (Kempinas et al., 1998a,b). Surgical
removal of the inferior mesenteric plexus
and proximal hypogastric nerves also
results in infertility characterised by azoo-
spermic ejaculates due to sperm retention
in the cauda. Here the percentage of motile
caudal sperm is decreased and sperm
velocities are reduced, but not a result of
storage, since sperm aged for the same
length of time by vas ligation display increa-
sed motility in vitro.

(b) Drugs that act on peptidergic

receptors
The male tract hosts peritubular receptors
for endothelin (Peri et al., 1997; Harneit et al.,
1997), angiotensin (Grove & Speth, 1989;
Sum & Cheung, 1995) and oxytocin (Hib,
1976, Maggi et al., 1987; Nicholson et al., 1999)
which imply an involvement of paracrine
and endocrine factors in epididymal motion.
Vasopressin, oxytocin, endothelin and
angiotensin do increase epididymal con-
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traction, but the fertility of treated males has
not been examined. Liberation of angioten-
sin requires angiotensin converting enzyme
(present in the epididymis), but studies of
transgenic mice indicate that males lacking
the epididymal (somatic) enzyme are fertile
(Hagaman et al., 1998).

(c) Drugs that act on purinergic

receptors
The importance of purinergic receptors in
the ejaculatory process is highlighted in the
P2X+ knockout mouse, which is sterile
owing to an inability of the vas to contract at
ejaculation, despite normal adrenergic input
(Mulryan et al., 2000). P2. purinergic recep-
tors are present in the epididymis (Ventura &
Pennefather, 1991) and a rapid and reversi-
ble impairment of fertility of male rats fol-
lows intra-epididymal administration of the
P2.-receptor desensitising agent o,B-
methylene ATP (Ratnasooriya, 1993).

(d) Other antifertility agents
Other agents that increase the sperm trans-
port rate in rats and mice include lowered
serum testosterone (Sujarit & Pholpramool,
1985), raised serum estrogen (Meistrich et
al., 1975), oxytocin (Frayne et al., 1996), the
anti-androgen, hydroxyflutamide (Klinefelter
& Suarez, 1997) and sulphapyridine
(Chaturapanich et al., 1999). The hormonal
effects are not purely epididymal, for inferti-
lity caused by oestrogen administration can
be due to effects in the testis and testoste-
rone depletion/blockade can be explained
by reduced epididymal secretions (see
below); oxytocin is usually considered more
of a pro-fertility drug than as a contracepti-
ve. Another antifertility agent whose action
is compatible with enhanced sperm trans-
port is chloroethyl-methanesulphonate
(Klinefelter et al., 1994a). This is effective in
the presence of normal androgen levels but
also alters proteins in sperm (Klinefelter et
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al., 1997) and the epididymis that may con-
tribute to the infertility (see below).

(e) Summary

For drugs that aim to reduce sperm transit
time, failure to reduce sperm numbers
below those required for fertilisation may
produce pregnancies or induce preimplan-
tation losses that are characteristic of
immature spermatozoa (Mieusset, 1995).
Retarded embryo development may also
occur should a block to seminal emission
be incomplete, since this is observed after
uterine insemination by aged sperm taken
from the denervated cauda (Ricker et al.,
1997). For drugs intended to block seminal
emission, disadvantages of persistent
paralysis of the genitourinary tract include
immotility, decapitation of stored sperm and
eventual rupture in the distal cauda epididy-
midis with the attendant inflammation, anti-
body generation and irreversible infertility
(Evans et al., 1972). These problems could
be avoided by permitting intermittent sexual
activity to relieve epididymal pressure,
which is the aim of most post-epididymal,
vasal-acting, contraceptive procedures.

(f) Clinical application
The use of a-adrenergic blockers for
human contraception was suggested from
clinical observations that men receiving
sympatholytic agents present with ejacula-
tory failure (Kedia & Markland, 1975).
Phenoxybenzamine was the first ai-blocker
studied intentionally as an oral contracepti-
ve (Homonnai et al., 1984); it reduces semen
volume, sperm concentration and even-
tually causes aspermia (anejaculation).
Intermittent administration was recommen-
ded and normal ejaculate volumes were
produced at the end of treatment.
Treatment from 7 days before to 5 days
after ovulation was suggested, with treat-
ment withheld during menstruation to per-
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mit unprotected intercourse. Unlike the rat,
the au-adrenoceptor antagonist prazosin
was ineffective in bringing about infertility in
man (Kjeergaard et al., 1988). Peptidergic
agonists are present in the peritubular
musculature of the human epididymis
(Tainio, 1994) and endothelin is a potent sti-
mulator of epididymal contractility in vitro
(Peri et al., 1997). Such agonists or antago-
nists may affect sperm transport through
the human epididymis so that paralysis of
the vas deferens solely at ejaculation by
purinergic receptor antagonists seems a
feasible way of providing rapid, post-epi-
didymal contraception.

4. Compounds that modify the com-
position of epididymal fluid

As luminal fluid in the epididymis is impor-
tant for the maintenance of the sperm and
specific aspects of their maturation and
storage, any alteration in its composition
should then have repercussions on sperm
function. If a hostile luminal environment
could be achieved then the acquisition of
sperm functions could be prevented or the
death of sperm could be induced. Few
attempts to modify fluid composition per
se have been made but as components
are either transported from blood by, or
synthesised within, the epithelial cells, and
secreted into the lumen (Cooper, 1998a),
any agent that modifies the epithelium or
its functions could be a potential contra-
ceptive.

(a) Compromising epithelial structure
The transgenic inactivated carnitine recep-
tor mouse (a model of primary carnitine
deficiency “juvenile visceral steatosis”) has
revealed a new aspect of carnitine action in
the epididymis (Toshimori et al., 1999) for the
males are infertile. Azoospermia follows
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thinning of the epithelium, rupture of the
proximal duct and appearance of granulo-
mata. Another transgenic model presenting
a squamous epithelium, rather than the
normal pseudostratification, lacks the reti-
noic acid receptor-a. (Costa et al., 1997).
Here the distal epididymal and vasal epithe-
lia cannot resorb water; inspissated fluid
accumulates and azoospermia results from
ductal blockage. Both conditions indicate
the importance of normal epithelial function
but lead to irreversible infertility with the
possibility of anti-sperm antibody formation
that is not desired in a male contraceptive.

(b) Interference with transepithelial
transport
This could be achieved by (i) reducing low
molecular weight organic solutes, but
too little is currently known of the carnitine
or inositol transporters for them to be targe-
ted for contraceptive purposes. Epididymal
carnitine can be lowered by reducing its
blood levels by adding pivalate to the drin-
king water but neither male rats or ham-
sters become infertile (Lewin et al., 1996;
Cooper et al., 1997). (ii) interfering with the
supply of energy substrates: sperm have
access in the epididymis to blood glucose
and such transport is reduced by the anti-
fertility agents a-chlorohydrin and 6-chloro-
6-deoxyglucose (Hinton et al., 1983).
However, these agents are thought to be
contraceptives because they inhibit sperm
glycolysis (see below). (iii) modifying ion
and fluid balance: ion transport underlies
epididymal fluid resorption (following Na*
coupled to pro-luminal movement of K*) and
secretion (following apical secretion of CI
and HCOy). This is affected by some anti-
fertility agents, e.g. a-chlorohydrin (Wong &
Yeung, 1977) and 6-chloro-6-deoxyglucose
(Wong et al., 1980) (which inhibit fluid resorp-
tion) but changes in fluid composition have
not been demonstrated. (iv) enhancing
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fluid secretion: adrenaline (through o-
receptors), endothelin, vasopressin, angio-
tensin, pituitary adenylyl cyclase-activating
polypeptide, purinergic agonists and pro-
staglandins have all been shown in vitro to
enhance epididymal cell fluid secretion.
Inhibiting these actions should increase
luminal fluid viscosity but inhibition of pro-
staglandin production by the cyclo-oxyge-
nase-1 inhibitor indomethacin does not
alter fluid secretion, sperm motility or male
fertility (Gong et al., 2000). Epididymal fluid
secretion is inhibited by reserpine and both
sperm concentration and fluid viscosity are
increased but sperm motility is unaffected
(Wen & Wong, 1988). (v) raising epididymal
pH: luminal acidification is thought to main-
tain sperm in a quiescent state (Carr et al.,
1985) and raising pH has been proposed as
a contraceptive (Breton et al., 1996).
Epithelial apical, narrow and clear cells are
responsible for luminal acidification as they
contain a cytoplasmic carbonic anhydrase
and a vacuolar-type proton pumping (H*)-
ATPase (V-ATPase) on the apical membra-
ne (Breton et al., 1996). However, the carbo-
nic anhydrase inhibitor acetazolamide has
no effect on the pH of epididymal fluid in
situ (Caflisch & DuBose, 1990). Inhibiting V-
ATPase may have contraceptive potential
but no inhibitors have been tested.

(c) Inhibition of epithetial synthesis

and secretion
This could be achieved theoretically by (i)
inhibiting secretory processes: secretion
into the epididymal lumen is mediated by
both merocrine and apocrine secretion but
as neither process is epididymal specific,
interference solely with epididymal function
is not possible. (ii) blocking the transcrip-
tion/translation of specific epididymal
proteins: the use of antisense oligonucleo-
tides is a theoretical approach to male con-
traception that has not yet been attempted
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and would require the development of
methods of targeting specific epithelial cells
in designated regions of the duct for selecti-
ve inhibition of epididymal secretions. (iii)
blockade of the epididymal androgen
receptor: differential androgen thresholds
of the accessory organs suggested that
selective androgen deprivation of the epi-
didymis would lead to functional sterility
before other androgen-dependent organs
became atrophic (Prasad et al., 1970) but
this could not be confirmed (Rastogi et al.,
1979). The epididymal androgen receptor
differs from that in other male organs by
remaining in the nucleus after castration
(Paris et al., 1994), a difference that may pro-
vide an opportunity for its selective targe-
ting. This should also modify the ionic com-
position of epididymal fluid (Pholpramool &
Sornpaisarn, 1980; Jenkins et al., 1983) and
speed up sperm transport (see above),
reducing the time for contact of sperm with
epididymal secretions.

(d) Interfering with specific epididy-
mal proteins
This can be achieved by (i) blocking
secreted epithelial protein functions:
only one study has examined fertility after
abolishing the activity of an epididymal
enzyme (o-glucosidase by castanospermi-
ne) and inhibition was not tissue specific
and the animals remained fertile (Yeung &
Cooper, 1994). The inhibition of other luminal
lytic enzymes that may affect spermatozoa
has not been examined. (ii) functional
removal of secreted proteins by antibo-
dies: the blood-epididymal barrier acts to
impede rather than exclude the luminal
entry of macromolecules. Immunoglobulins
gain access to the epididymal lumen in suf-
ficient numbers to reduce fertility in vitro or
in vivo after passive immunisation with
mouse sperm-specific antibodies (Lee et al.,
1987) and active immunisation against the
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rat epididymal proteins PES or D/E (see
Cooper & Yeung, 1999a). Intrasplenic immu-
nisation with hamster sperm-derived epi-
didymal P26h is particularly effective in pre-
venting fertilisation in vivo (Berubé &
Sullivan, 1994).

(e) Inducing a hostile epididymal
environment
Future contraceptives may be based on (i)
changing osmotic pressure: epididymal
fluid has a higher osmolality than blood
which is maintained when gross changes in
fluid composition are induced (Jones &
Glover, 1975). Lowering the osmotic pressu-
re would produce hypotonic swelling and
flagellar bending of sperm cells within the
epididymal lumen. This would lead to inferti-
lity since sperm with such deformed tails
are unable to pass the uterotubal junction
(Yeung et al., 2000) and is the cause of infer-
tility in domestic animals (see Cooper, 1992).
(ii) inducing oxidative death of sperma-
tozoa: upon release from the epididymis,
spermatozoa generate superoxide anions
(Fisher & Aitken, 1997) which are potentially
damaging unless removed by epididymal
superoxide dismutase (SOD) and by indo-
leamine 2,3-dioxygenase (Yoshida et al.,
1980). The product of SOD activity, hydro-
gen peroxide, also damages membranes by
inducing phospholipid hydroperoxide forma-
tion and releasing fatty acyl hydroperoxi-
des, and is removed by epididymal catalase
and a range of peroxidases (see Aitken &
Vernet, 1998; Drevet, 2000). The susceptibility
of sperm towards peroxidative damage
could be accentuated in contraceptives
designed to inhibit the natural defence
mechanisms of the epididymis. They could
stimulate enzymes producing oxygen radi-
cal production or inhibit enzymes removing
them and thus should target the epididy-
mis-specific, extracellular isoenzymes of
GPX (GPX5) and SOD present in epididy-
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mal fluid (Vernet et al., 1997; Williams et al.,
1998).

(f) Summary
Interfering specifically with epididymal epi-
thelial structure is undesirable and interfe-
ring with secretions for infertility has been
unsuccessful but immunocontraception
against secreted epididymal proteins
seems a possibility. Both modifying the
composition of epididymal fluid and exag-
gerating the oxidative insult to sperm
remain theoretically satisfying but lack
background information for them currently
to be plausible.

(g) Clinical application

The transcytosis of IgG from the interstitium
to the lumen of the human epididymis
(Yeung et al., 1989) provides one route of
entry of antibodies against sperm or epididy-
mal secretions. A protein currently conside-
red as target for a human immunocontracep-
tive is P34H, synthesised in the corpus epi-
didymidis (Legare et al., 1999) and present
on sperm over the acrosome (Boué et al.,
1996). It is promising since some infertile
men display reduced binding to the zona pel-
lucida in association with low P34H (Boué &
Sullivan, 1996) and antibodies to the homo-
logous hamster protein reduce human
sperm-zona binding (Boué et al., 1994)

5. Compounds that attack epididymal
spermatozoa

(a) Displacing sperm proteins
There are changes in proteins present in of
sperm taken from rats made infertile by chlo-
ro-compounds and sulphonamide antifertility
agents (Tsang et al., 1981; Bunnag et al.,
1992) and some of these have been charac-
terised. One protein that appears in epididy-
mal fluid of infertile rats treated with ornida-
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zole or a-chlorohydrin is “contraception
associated protein 1” (CAP1) and originates
from spermatozoa (Wagenfeld et al., 1998a).
The protein is present on the whole sperm
head of normal sperm but is missing from a
distinct distal equatorial region of sperm
from ornidazolefed rats (Wagenfeld et al.,
2000). CAP1 has been cloned (Wagenfeld et
al., 1998b) and is identical to the protein
SP22 which is located on the anterior equa-
torial region in unfixed rat sperm (Welch et
al., 1998). SP22 is decreased in sperm from
males administered reproductive toxicants
(e.g. ethanedimethanesulphonate) and the
antiandrogen hydroxyflutamide and a dose-
dependent loss of sperm SP22 is predictive
of fertilisation after uterine insemination
(Klinefelter et al., 1997).

(b) Inhibiting sperm glycolysis

This concept is to block sperm in an irrever-
sible way so they remain inhibited after eja-
culation. Reversible contraception requires
that the testis be unaffected by the drug,
with continual sperm production leading
rapidly to fertility once the inhibited sperm
have been cleared from the epididymis. The
first compound inducing this “functional ste-
rility”, a-chlorohydrin, is active in the male
of many species, indicating a sperm-speci-
fic action (Jones, 1998). Examination of ana-
logues demonstrated a stereochemical
selectivity of action that indicated the inhibi-
tion of the sperm-specific isoenzymes of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogena-
se (GAPDH) and triose-phosphate isome-
rase (TPI). Several related compounds
designed to inhibit individual sperm glycoly-
tic enzymes were subsequently synthesi-
sed. The effectiveness of these compounds
depends on their being a relationship bet-
ween sperm velocity and fertility.

(i) Relationship between sperm motion
and fertility. Sperm obtained from rats
exposed to epichlorohydrin (Slott et al.,

Male infertility today #2

1990; Toth et al., 1989, 1992) and ornidazole
(Oberldnder et al., 1994) suffer reductions in
velocities that parallel decreases in fertility
assessed by natural mating (Toth et al.,
1991). A similar relationship between kine-
matics and fertility of hamsters assessed by
artificial insemination indicates that sperm
velocity is predictive of fertility (a-chlorohy-
drin: Slott et al., 1995, 1997). In rats in vitro
fertilisation success is related to the straight
line velocity of sperm (Moore & Akhondi,
1996) but sperm from ornidazole-fed inferti-
le males do not fertilise eggs in vitro, despi-
te their motility being maintained by lactate
(Bone et al., 2000a). However, the normal
changes in sperm kinematics upon capaci-
tation (hyperactivated motility), do not occur
in the infertile males which highlights the
importance of the glycolytic production of
ATP for hyperactivation which is targeted by
these antifertility agents.

(ii) Mechanism of action of chlorinated
antifertility compounds. Chlorinated anti-
fertility agents are converted in vitro or in
vivo into metabolites that inhibit sperm glyce-
raldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and/or triosephosphate isomera-
se. Three classes of such inhibitory com-
pounds are known: (1) three-carbon chloro-
compounds such as 3-chloropropan-1,2-diol
(o-chlorohydrin, ACH) and 1-chloro-3-
hydroxy-propanone (CHOP) and their dike-
tals or esters. These act only after conver-
sion by glycerol dehydrogenase (ACH) or
triosephosphate isomerase (CHOP); (2) ami-
nochloro-compounds such as 3-amino-1-
chloro-propan-2-ol (ACP) and 1-(3-chloro-2-
hydroxypropyl)-2-methyl-5-nitroimidazole
(ornidazole, ORN). These act after conver-
sion by monoamine oxidase (ACP, ORN?)
and (3) chloro-sugars such as 6-chloro-6-
deoxyglucose and 1,6-dichloro-1,6-dideoxy-
D-fructose, which are converted by glycolytic
enzymes (Cooper & Yeung, 1999b). These are
all eventually converted to (S)-3-chlorolactal-
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dehyde which inhibits GAPDH owing to its
identical stereochemical configuration to the
normal substrate for the enzyme (R)-3-pho-
sphoglyceraldehyde (see Cooper & Yeung,
1999a). 3-chlorolactaldehyde inhibits glycoly-
sis and GAPDH of boar sperm rapidly in
vitro, without the lag period required for inhi-
bition by a-chlorohydrin and 1-chloro-3-
hydroxypropanone (Cooney & Jones, 1988). It
most likely binds to the enzyme but can not
be converted by it, as it has no transferable
phosphate, and thus prevents access and
metabolism of the natural substrate.

(iii) Tissue specificity of action. 3-
Chlorolactaldehyde is without in vitro effect on
GAPDH from erythrocytes from 7 species,
bacteria, yeasts and commercial preparations
of GAPDH from yeast or muscle (Stevenson
et al., 1984). The heightened sensitivity of
sperm GAPDH to inhibition explains why a
high single dose of a-chlorohydrin does not
reduce respiration of liver, kidney and sperm-
free epididymal tubules (Brown-Woodman &
White, 1979) and why continuous antifertility
doses of 6-chloro-6-deoxyglucose for 14 days
does not reduce GAPDH activity of liver,
brain, testis or muscle (Ford & Waites, 1981),
although marked inhibition of the sperm enzy-
me is observed.

This different cellular response reflects the
GAPDH isoenzymes present. Sperm GAPDH
is not cytosolic, as in somatic cells, but pelle-
ted with the insoluble sperm components. It is
a testis-specific isoenzyme (Welch et al.,
1992) with a larger molecular weight than that
of somatic cells, encoding a proline-rich tail
that may be responsible for its covalent linka-
ge to the fibrous sheath (Westhoff & Kamp,
1997). Several other glycolytic enzymes have
larger, sperm-specific isoforms (see Welch et
al., 2000) that probably are also attached to
the flagellum (Jones & Piccolo, 1999). Such a
situation may make them more prone than
cytosolic isoenzymes to inhibition by chlorina-
ted compounds. Changes occur to GAPDH

48

as sperm migrate through the epididymis;
total activity may increase or decrease but the
sensitivity to inhibition by administered a-chlo-
rohydrin or 6-chloro-6-deoxyglucose is grea-
ter in cauda than caput sperm (Ford &
Harrison, 1983). This enhanced sensitivity of
mature epididymal sperm explains the
decreased kinematics of sperm only from the
distal epididymis of rats fed ornidazole
(Oberldnder et al., 1994).

(iv) Side effects at high doses. Male rats
are healthy after continuous daily feeding of
antifertility doses of purified (R,S)-o-chlorohy-
drin for 60 weeks (Jones & Cooper, 1999) or
ornidazole for 2 years (von Richle et al.,
1978). The lack of systemic effects is explai-
ned by the behaviour of the sperm-specific
isoenzyme (see above). At higher doses
(required for toxicological testing), serious
side-effects have been reported, although
questions have been raised about the purity
of the compounds used in early studies
(Jones & Cooper, 1999). Renal damage cau-
sed by (R)-o-chlorohydrin can be limited by
avoiding the (R)-enantiomer or using com-
pounds that generate solely the (S)-enantio-
mer (such as CHOP). A valid concern in the
further development of these compounds as
contraceptives is the induction of neural
defects in mice and monkeys, and sperma-
tocoele formation, by high doses of 6-chloro-
6-deoxyglucose and (S)-a-chlorohydrin, i.e.
by compounds generating the component
active at inhibiting the sperm enzymes.
Recent studies have suggested that the inhi-
bition of somatic cell GAPDH at high doses
could be the cause of these side effects. To
avoid them, inhibitors are required that are
targeted on the sperm in the epididymis.

(v) Metabolism and dechlorination. Post-
testicular contraceptives must be present in
high enough concentrations for long enough
to penetrate into the epididymal tubule and
reach the spermatozoa. The mouse and rab-
bit stand out as species resistant to o-chlo-
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rohydrin-induced infertility. This is explained
in the rabbit by the low sperm glycerol dehy-
drogenase activity, but mouse sperm
GAPDH is inhibited in vitro by o-chlorohydrin
(Ford & Harrison, 1983; Bone et al, 2000b) and
poor penetration into the epididymis has
been proposed to explain its lack of action
(Crabo & Appelgren, 1972). Other important
considerations for maintaining blood and tis-
sue levels of injected or ingested compounds
are the rates of elimination or dechlorination.
Most chlorinated antifertility compounds in
the rat are excreted into urine with a similar
time course, with up to 30% of the ingested
dose being excreted over the first day, rising
to 60% over the next 2 days (Fig. 1).

Figure 1. Time-course of appearance
of radioactivity in urine after a single
dose of *Cl-labelled compounds: ACH,
a-chlorohydrin; ACH hd, ACH hexyldio-
xolane; ACH mpd, ACH methyl-pentyl-
dioxolane (Jones & O'Brien, 1980);
ACP, aminochloropropanol (Jones et
al., 1979); ClI, chloride (Jones et al.,
1979; Dobbie et al., 1988); preCHOP,
chlorohydroxypropanone dimethylketal;
CHOP, chlorohydroxypropanone
(Cooper & Jones, 2000); BCLA, 3-chlo-
rolactic acid (Dobbie et al., 1988); ORN,
ornidazole (Jones & Cooper, 1996) and
“C-labelled chlorodeoxyglucose, CDG
(Jones & Dobbie, 1991).

Urinary Excretion (% Ingested Dose)

] 20 40 60 80 100 120
Hours since Ingestion
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The most effective antifertility compound,
aminochloropropanol is eliminated quickly,
but it has a low rate of dechlorination (Fig.
2), compared with extensive dechlorination
of 6-chloro-6-deoxyglucose (Fig. 2).
Potential contraceptive agents of this kind
should be only slowly excreted or little
dechlorinated after ingestion.

Figure 2. Rates of dechlorination in the
male rat after ingestion of chlorinated
preCHOP, chlorohydroxypropanone
dimethyl ketal, and CHOP, chlorohy-
droxypropanone (Cooper & Jones,
2000), a-chlorohydrin (Jones & Murcott,
1976), ornidazole (Jones & Cooper,
1996), 6-chloro-6-deoxyglucose (Ford &
Waites, 1978) and aminochloropropa-
nol (Jones et al., 1979).

Urinary Chloride (% Total Metabolites)

S 5 24 24 24 72
Hours since Ingestion

(c) Summary
Some of the compounds that displace
sperm proteins with deleterious effects on
fertility have other effects on male rats in
vivo (via Leydig cells, epididymal clear
cells) and as such are not organ- or cell-
specific. Inducing the loss of sperm pro-
teins, could perhaps be developed into a
contraceptive strategy once more is known
of sperm-protein interactions. The link bet-
ween the inhibition of glycolytic enzyme
activity and kinematic parameters neces-
sary for fertilisation events (hyperactivation,
zona binding) maintains this approach in
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the forefront of current possibilities, but
ways to minimise side effects by targeting
the epididymis need to be developed.

(d) Clinical application
The structure of CAP1 (Wagenfeld et al.,
1988b) and SP22 (Welch et al., 1998) is iden-
tical to that of the human proto-oncogene
DJ-1 (Nagakubo et al., 1997) and the RS sub-
unit of an RNA-binding protein (Hod et al.,
1999) which are ubiquitous. CAP1 is present
in human ejaculated sperm (Wagenfeld et al.,
2000) but unlike the rat, RS is expressed
only on the tail (Whyard et al., 2000). An
understanding of these discrepant reports
on the location of this protein within and bet-
ween species will facilitate attempts to utili-
se this as a contraceptive target. Human
sperm contain a specific form of GAPDH
(GAPD2), analogous to the murine Gapd-s
(Welch et al., 2000), which is bound to the
fibrous sheath (Westhoff & Kamp cited in
Cooper & Yeung, 1999a). It is clear that
decreased motility, glycolysis and ATP con-
tent of human sperm are decreased upon
incubation with 5 mM (R,S)- or 1-10 mM
(S)-a-chlorohydrin (Ford et al., 1979; Cooper
et al., 2000), 1,6-dichloro-1,6-dideoxy-D-fruc-
tose and CHOP (Cooper & Yeung, 1999b;
Cooper et al., 2000) which argue that
human sperm are just as susceptible to the
inhibitors that make animals infertile, but
none of the latter compounds have yet
been tested in vivo. An antifertility agent in
the rat used in the clinic for treatment of
genital tract infections is ornidazole.
Although safe under the acute conditions of
use, the doses employed therapeutically
are 20-30 times lower than the antifertility
dose for rats and its cleavage to the poten-
tially active side chain in man is less exten-
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sive than that in the rat (Cooper & Yeung,
1999a). Compounds of this sort that could
be used as a human contraceptive are pro-
bably already known but will need to be
modified to aid delivery to the spermatozoa.

6. Overall conclusion

This review has highlighted numerous exci-
ting possibilities that post-testicular approa-
ches offer to male contraception. Many of
them under-researched. Of the three
approaches reviewed, those involving
arrest of muscular contraction at ejaculation
could be quite close to clinical testing since
autonomic drugs are known, tested and
available, and only small developments are
required on timing and modes of delivery.
Intermittent administration before intended
intercourse would clearly bring fewer side
effects on other nervous pathways than
more continuous administration. Modulating
the composition of epididymal fluid for con-
traceptive purposes does not currently
seem promising because of the lack of
organ-specificity of synthetic, secretory and
transport processes in the epididymis. On
the other hand, depleting proteins by immu-
nological methods is successful in animals
and is being seriously considered for
humans. Specific transporters in the epithe-
lium need more characterisation before
they can be utilised to upset normal epi-
didymal function. Preferential inhibition of
sperm glycolysis remains the most succes-
sful approach in animals and could be
effective in man provided side effects can
be overcome by directing the drugs to the
epididymis, an area where research needs
to be targeted.
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SEMEN ANALYSIS AND ESTIMATING
OF FERTILITY POTENTIAL

Hans-Jiirgen Glander

Department of Dermatology/Andrology Unit, University of Leipzig, Leipzig, Germany

Traditionally, semen analysis is used for
evaluating fertility potential of andrological
patients, but the interpretation of the results is
rather difficult. There are semen samples with
normal spermiogram parameters failing a con-
ception on the one hand and samples classi-
fied as abnormal compared to the WHO-stan-
dards of normality that proved to be fertile on
the other hand. Patients with severe defects in
their semen analysis could achieve pregnancy
rates of up to 30% over a 24-months period
(Baker & Burger, 1986). Therefore, the wrong
conclusion may probably suggest that semen
analysis are not useful for the estimation of
male fertility potential. However, there is no
doubt that the determination of spermiogram
parameters is one of the most significant exa-
minations estimating male fertility.

In cohort studies significant correlation
between the outcome of pregnancies and
results of semen analysis as well as cut-off
spermiogram parameters between fertile and
non-fertile men were calculated. The problem
is that the fertility potential of an individual
patient can not be estimated for sure, becau-
se of two main reasons. First, several func-
tions of spermatozoa are not tested in the
routine spermiogram, e.g. sperm egg interac-
tions, penetration of cervical mucus and
others. Second, compensation mechanisms
of females are not taken into account. The cli-
nician has to interpret the results of semen
analysis in context with specific questions:

1. What probability of fertility can be estimated?

2. Has the fertility potential to be estimated for
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physiological intercourse or for assisted repro-
duction techniques, e.g. intrauterine insemina-
tion (IUI), in vitro fertilisation (IVF), or intracyto-
plasmatic sperm injection (ICSI) into oocytes?

3. Are there any further examinations of
semen indicated?

4. What kind of treatment should follow?

5. Which conclusions should be drawn from
the semen analysis for the management of
females?

The first two questions are most impor-
tant for physicians, therefore, the review shall
restrict to these problem.

Routine spermiogram parameters
and fertility potential

Four facts are generally accepted:

An absolute infertility is excluded if intact
motile spermatozoa with normal morphology
can be seen in the semen sample.

A decrease in semen sample quality is asso-
ciated with a rising trend of infertility.

The WHO-recommended lower limit of nor-
mal spermiogram parameters (Table 1) is not
the cut-off point between fertile and infertile
men.

The number and degree of deviations from
normal standard values discriminate bet-
ween fertile and suspected infertile males.

There are numerous studies in the literature
that address this problem. In a 20-year follow-
up period Bostofte et al. (1984) described a
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Table 1. Reference values of semen parameters (WHO-recommendations, 1999)

Volume
pH 7.2 or more
Sperm concentration
Total sperm number
Motility

2.0 ml or more

20 x 10° spermatozoa/ml or more
40 x 10° spermatozoa per ejaculate or more
50% or more motile (grades a + b) or 25% or more with

grade a within 60 minutes of ejaculation

Vitality
White blood cells

75% or more live, i.e. excluding dye
fewer than 1 x 10%/ml

strong decrease in fertility if sperm concentra-
tion was lower than 5 x 10%ml, the percentage
of immotile spermatozoa was more than 80%
and morphologically abnormal sperm excee-
ded 60-80%. Beyond these border lines alte-
rations of spermiogram parameters were only
associated with slight alterations of number of
live birth. In total the authors reported a 56%
birth rate in 785 couples. These results were
confirmed in another study 10 years later
(Engel et al., 1994). A distinct decline of the
birth rate was found if sperm concentration
was below 5 x 10%ml, the total motile sperm
were less than 20% or less than 20% of
sperm with normal morphology. The results
based on spermiogram data of 685 patients,
who responded to a questionnaire 6-12 years
after their andrological examinations. The birth
rate was especially diminished, if 4-5 parame-
ters deviated from normal standard values.

Using a univariate life table analysis Wich-
mann et al. (1994) calculated a significant

association between pregnancy rate and the
percentage of motile spermatozoa as well as
the quality of motility in 907 couples. The con-
ception rate registered 3 years after the first
semen analysis was 60%, on average, if the
percentage of motile spermatozoa exceeded
30%. The conception rate decreased strongly
at motility rates of less than 30%.

Chia et al. (1998) determined the semen
parameters in 243 fertile men, whose wives
were currently pregnant (Table 2). Unfortuna-
tely, the combination of the abnormal para-
meters in individual patients was not descri-
bed. Provided that all described lower limits
are from the same patient 16000 motile sper-
matozoa or 6400 spermatozoa with normal
morphology (strict criteria) per ejaculate
resulting from 0.2 ml volume, 1.6 x 10°
sperm/ml, 5% motile spermatozoa and 2%
with normal morphology would be the lowest
limit of fertility.

Table 2. Routine spermiogram parameters of fertile men, n = 243 (Chia et al., 1998)

Parameter Means Minimum Percentiles

25 75
Volume (ml) 24 0.2 1.3 3.0
Sperm concentration 447 1.6 23 105
(x10%/ml)
Motile
spermatozoa (%) 54.8 5 46 65
Spermatozoa with
normal morphology (%) 20.0 2 12 28
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The sperm morphology was realised to
be the factor discriminating the best bet-
ween fertile and infertile groups in a study
dealing with the influence of the male factor
on fertility of couples (Ombelet et al., 1997).
A cut-off value at the 10th percentile for the
fertile population (n = 144) showed to lower
results than the WHO-standards of normality

(WHO, 1999) (Table 3). The differences bet-
ween the fertile and subfertile group were
significant (p < 0.05). These data are in
agreement with an investigation done on
another population group of 1055 males
showing significantly different spermiogram
parameters between fertile and infertile men
(Ayala et al., 1996; Table 4).

Table 3. Tenth percentiles of fertile population and cut-off values between fertile
and subfertile group (Ombelet et al., 1997)

Parameters

10th percentile Cut-off value

Sperm concentration (x10%/ml)

Total sperm count (x10°)

Total motile spermatozoa (x10°)

Total morphologically normal
spermatozoa, strict criteria (x10°)
Total motile spermatozoa with normal
morphology (x10°)

14.3 34
29.6 80
8.2 36.4
1.8 5.64
0.52 3.24

Table 4. Spermiogram parameters in 1055 couples, median-values,
differences significant, p = 0.0001 (Ayala et al., 1996)

Parameters Population with Population without
conception conception

Sperm concentration 65.0 25.0

(x10%/ml)

Total sperm count 195.0 35.0

(x 10° per ejaculate)

Motile spermatozoa 45.5 8.8

(x 109/ml)

Motile spermatozoa 136.5 131

(x 10° per ejaculate)

Semen donors in TID (therapeutic insemi-
nation by donor) programme are not regarded
as good indicators of proven fertility (Chia et
al., 1998) since not all donors have establis-
hed their fertility, and cryopreserved semen
samples were used for this aim. The TID pro-
gramme in our department resulted in 542 pre-
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gnancies over 12 years (Glander et al., 1998).
The pregnancy rate was 15.6% per insemina-
tion cycle, and 61.2% per treated patient after
intensive pre- treatment. The minimal motile
sperm concentration in the cryostored semen
samples after thawing were 10"/ml in the 542
conception cycles. The cumulative conception
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rates in the conceiving cycle group ( = 100%)
in dependence on the total motile sperm con-
centration in the cryostored semen samples
were about 20% till 20x10%ml, 50% till
30x10%ml, and 90% till 55x10% motile sperma-
tozoa/ml (Figure 1). The cryopreserved semen
samples of 104 donors resulting in pregnan-
cies showed a concentration of motile sperma-
tozoa after thawing (Table 5) corresponding to
the parameters of fertile fresh semen samples
(Chia et al., 1998; Ombelet et al., 1997; Aya-
la et al., 1996).

Figure 1. Cumulative pregnancy rates in dependence
on the total sperm motility concentration in 542 con-
ception cycles ( =100%) after therapeutic insemina-
tion by donor using cryopreserved semen samples
(Glander et al., 1998).
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Several variables deviated in combination
and proportion allow very likely maximum dis-
crimination between fertile and infertile males
(Glezerman & Bartoov, 1986). The male ferti-
lity is a multifactorial phenomenon with each
semen property contributing to fertility poten-

tial in a different manner. Therefore, a semen
analysis index (SAI) based on semen volume,
total sperm count, percentage motility and
forms was created resulting in a high accu-
racy of classification (Bartoov et al., 1993).
Only 3% false negative and 10% false positi-
ve classification were stated using cut-off indi-
ces of > 0.6 and < 1.0 for defining fertile and
infertile zones, respectively. The SAl is calcu-
lable by the formula shown in table 6.

The significance of an abnormal volume
for the semen sample quality was controver-
sially debated. However, there is no hint yet,
that abnormal semen volume (<1 mland > 6
ml) influences neither the spermiogram para-
meters nor correlates with them (Dickerman
et al., 1989).

Computer-assisted sperm
motion analysis (CASA)

Accurate and detailed measurements of
sperm motility parameters by computer-assi-
sted sperm analysis (CASA) is increasingly
performed in andrology. The CASA has led to
the determination of a range of new motility
parameters, e.g. velocity straight line (VSL),
velocity curvilinear (VCL), linearity of sperm
movement and others. Disturbances of motility
as well as therapeutic effects could exactly be
determined with the new technology (Irvine,
1995). Results of different working groups are
difficult to compare due to a lack of standardi-
sation (Yeung et al., 1997). We apply the Cell-
Motion-Analysis-System of Stroemberg-Mika

Table 5. Quality of cryopreserved semen samples in 104 semen donors with proven
fertility, sperm motile efficiency was determined according to /Ishii et al. (1977)

Parameter Mean + SD
Motile spermatozoa (x 10%ml) 36.3 £ 18.7
Progressively motile spermatozoa (x 10%ml) 28.4 +15.9
Sperm motile efficiency (%/min) 19.2+ 144
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(CMA-SM) with standard settings (Paasch &
Glander, 1998; Table 7). An image processor

Table 6. Semen analysis index.
SAl =0.002 total sperm count (x 10°) +

+ 0.016 motile sperm (%) +
+ 0.045 sperm with normal morphology (%)

— 0.35 volume (ml)

performed the conversion of a photo sequen-
ce of 50 individual pictures into a digital for-

-1.03
(Bartoov et al., 1993)
Fertility potential mean =+ standard deviation cut-off index
(range)
Fertile 0.77 £ 1.0 (- 0.2 10 4.0) >0.6
Infertile -0.71£1.0(-3.5101.5) <-1.0

Table 7. Standard settings of CASA in Leipzig (Paasch & Glander, 1998)

fields 5 linearity threshold 90 %
temperature 36°C maximum radius for circle 100 pm
immotile threshold (IMO) <5 pm/s dilution no
locally motile threshold(LOC) <15 um/s depth of chamber 10 pm
AREAMIN 40 Pixel FRMAX maximum of frames 32
AREAMAX 200 Pixel FRMIN minimum of frames 16
grey threshold 210
Table 8. Sperm motility characteristics determined by computer-assisted sperm
motion analysis (Paasch & Glander, 1998) in 1605 semen samples with
normal spermiogram parameters (WHO, 1992)

Motility parameters Mean + standard error

Motile spermatozoa (VAP > 15 pm/s) 45.8 + 0.5 %

Locally motile spermatozoa (VAP <15 pm/s) 353+04 %

Immotile spermatozoa (VAP <5 pm/s) 191+£05%

Motile spermatozoa, VSL 24.8 + 0.2 ym/s

Motile spermatozoa, VAP 36.1 £ 0.2 ym/s

Motile spermatozoa, VCL 49.4 + 0.4 ym/s

Non-linear motile spermatozoa, VSL 23.8 £ 0.2 pm/s

Non-linear motile spermatozoa, VAP 379+ 0.2 pm/s

Non-linear motile spermatozoa, VCL 54.9 + 0.4 uym/s

Linearly motile spermatozoa, VSL 37.2+0.3 pm/s

Linearly motile spermatozoa, VAP 38.9 £ 0.3 pm/s

Linearly motile spermatozoa, VCL 49.0 £ 0.4 ym/s
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mat. The 8 bit image processor operated with
15 MHz and 3 Mbytes memory and supplied a
digital image of 768 x 576 pixels. Thirty two
images were processed in 0.64s (50 Hz). The-
se images were analysed by processing algo-
rithms, which determined the properties of the
sperm motion. For each assessment the SM-
counting chamber was charged with a con-
stant volume of 5 pl. During the investigation
the heated stage of the microscope provided
a constant temperature of 37°C. Each sample
was measured five times at random chosen
positions within the counting chamber.

Semen samples (n=1605) with normal
spermiogram parameters according to the
WHO-guidelines (1992) showed CASA cha-
racteristics as follows (mean + standard error):
motile spermatozoa (defined by velocity ave-
rage path, VAP >15pm/s) amounted to 45.8 +
0.5% and showed a VSL of 24.8 + 0.2 ym/s, a
VAP of 36.1 + 0.2 pm/s and 49.4 + 0.4 pm/s
VCL. From the motile spermatozoa 29.0 +
0.5% were classified as linearly motile sper-
matozoa with a VSL of 37.2 = 0.3 ym/s, a VAP
of 38.9 + 0.3 pm/s and a VCL of 48.9 + 0.4
um/s (Paasch & Glander, 1998; Table 8).

Pitfalls in the semen analysis

The interpretation of the results of semen
analyses may be misleading, if various
aspects are neglected:

dependent on the patients and their sexual
behaviour

e intraindividual variation of semen qualities
« time interval between ejaculations
« frequency of ejaculations

dependent on the method of semen sample
analysis (quality control)

o sample collected for the examination is not
a complete one
o stirring of sample is not sufficient enough
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« deviated temperature

o determination of motility is not performed at
all levels of the counting chamber. The
dead spermatozoa settle to the bottom of
the chamber and the motile ones are in the
supernatant

« delay of analysis after collecting the sample

The semen sample quality should only be
estimated after two analyses in an interval of
at least 2 weeks to get insight into the intrain-
dividual variation. The ideal abstinence inter-
val between ejaculations is from 7 to 10 days
(Check et al., 1991). The count of total live
spermatozoa per ejaculate was three times
higher following 7 days of abstinence vs. 3
days (Check et al., 1991) and twice from 1 to
4 days abstinence (Matilsky et al., 1993).

Effects of micro organisms
on the fertility

The role of pathogenic bacteria in seminal
plasma has been controversially discussed up
to the present day. The male urethra is coloni-
sed by a variety of micro organisms contamina-
ting the semen sample after ejaculation. Patho-
genic bacteria in seminal plasma should only
be paid attention if the germs can also be found
in a second culture with an identical sensitivity
against antibiotics a few days later. The inciden-
ce of Trichomonas vaginalis (Bornman et al.,
1992), of bacterial, Chlamydia, and Mycopla-
sma infection, number of leukocytes did not dif-
fer significantly between fertile and subfertile
populations (Ombelet et al., 1997). However a
high incidence (almost 40%) of Chlamydia
infection was found in azoospermic patients
(Ombelet et al., 1997). Possibly, the chronic
Chlamydia infection of the male reproductive
tract may cause an obstructive azoospermia.

Azoospermia

An azoospermia should be differentiated
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Table 9. Johnsen scores of testicular biopsies and serum FSH-concentration in
obstructive (n=16) and non-obstructive (n=125) azoospermia, p<0.01

(Glander et al., 2000)

non-obstructive azoospermia

Parameter obstructive azoospermia
Johnsen score 74 +1.9
FSH (U/) 52+34

4827
135+11.8

into an obstructive or non-obstructive one
and distinguished from “pseudo-azoosper-
mia” which shows motile or non-motile sper-
matozoa in sperm pellet analysis after centri-
fuging the semen (Jaffe et al., 1998). One
laboratory test, the FSH-level in serum and
the score of testicular histology allows to dis-
criminate between both groups of azoosper-
mia quite well. In our 141 patients attempting
testicular sperm extraction (TESE) both
parameters differed significantly (p<0.01)
between patients with obstructive azoosper-
mia and those with non-obstructive azoo-
spermia. The sample volume, concentration
of fructose and neutral alpha glucosidase are
further helpful parameters of classification.

Structure of sperm nucleus

Besides routine spermiogram (WHO,
1992, 1999) increasingly markers like analy-
sis of sperm nucleus, such as determination
of intact double stranded DNA, maturation of
nuclear proteins and nuclear chromatin
decondensation (NCD) are performed.
During the spermatogenesis the somatic
histones are replaced by protamines in male
germ cells. The disulphide-rich protamines
are associated with DNA and make DNA
resistant to denaturation and stabilise the
double stranded structure. The histones are
rich in lysine stainable by acidic aniline blue,
whereas the protamines contain arginine and
cysteine (Meistrich et al., 1978; Loir & Lan-
neau, 1978). Spermatozoa stainable with aci-
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Figure 2. Aniline blue staining of spermatozoa. Imma-
ture sperm nuclei are stained dark blue.

dic aniline blue contain lysine-rich proteins
related to a disturbed maturation of sperm
nucleoproteins (Table 10; Figure 2). Double
stranded DNA may be monitored by the fluo-
rochrome acridine orange, which intercalates
into double stranded DNA as a monomer
and binds to single stranded DNA as an
aggregate. The monomeric acridine orange
fluoresces green and the aggregates red
(lchimura et al., 1971). Figure 3 shows an
example. Furthermore, the nuclear chromatin
decondensation (NCD) of spermatozoa is
essential for fertilisation of oocytes. In vivo
NCD leads to separation of chromosomal
fibres, DNA duplication and later the arran-
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Figure 3. Acridine orange staining of spermatozoa;
green fluorescence of intact double stranded DNA, yel-
low fluorescence of partially degenerated double stran-
ded DNA, and red fluorescence of single stranded DNA.

- B
&

Figure 4. Swollen (decondensed) and non-deconden-
sed spermatozoa after nuclear chromatin decondensa-
tion in vitro, stained by aniline blue, which allows a bet-
ter evaluation than phase contrast microscopy (x 1000)

Table 10. Reference values of sperm nucleus qualities

Attribute Test

Reference value

Authors

Intact double- Acridine orange

stranded DNA staining

Mature nuclear Aniline blue
proteins staining

Nuclear NCD by sodium
chromatin dodecyl sulphate
decondensation,

NDC

>50% spermatozoa with
green fluorescence

>70% of spermatozoa
unstained

>70% of spermatozoa
decondensed after 60 min 1991

Hoshi et al.,1996
Haustein & Glander, 1999

Auger et al., 1999
Haidl et al., 1999

Gopalkrishnan et al.,

gement of DNA in the equatorial plane. In
vitro the potential of spermatozoa for NCD
can be induced by sodium dodecy! sulphate,
SDS and ethylene diamine tetraacetic acid,
EDTA (Gopalkrishnan et al., 1991) (Table 10;
Figure 4).

Acrosomal status
and acrosomal reaction

In fertile semen samples an ionophore-
induced acrosome reaction in more than
40% of spermatozoa is a characteristic for
fertilisation potential. The percentage of
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spermatozoa with an intact acrosome did
not significantly correlate with the fertilisa-
tion rates (Liu et al., 1998). We monitor the
acrosome status by the binding of FITC-con-
jugated Pisum sativum agglutinin (Cross et
al.,, 1986) in a modification according to
Tesarik et al. (1993) (Figure 5). The rate of
spermatozoa with intact acrosome exceeded
the rate of morphologically normal sperma-
tozoa in 94% of 1462 samples examined.
Therefore, the conclusion is suggested that
the acrosomal status without the induction
procedure barely provides additional infor-
mation to the morphology.
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Figure 5. Acrosome staining. Three fluorescence stai-
ning patterns were distinguished: selective staining of
the entire acrosome region, spermatozoa unstained in
the acrosomal region and staining in the post acrosomal
region, which were regarded as acrosome-intact, acro-
some-reacted and dead spermatozoa, respectively.

Sperm surface antibodies

The significance of the mixed antiglobu-
lin reaction test (MAR-test) for spermato-
zoa with surface bound antibodies in order
to exclude immunological infertility has
been extendedly debated in the past,
especially the limit for these diagnosis. The
test result is regarded as positive, if 50%
or more of the motile spermatozoa have
adherent particles (Barratt et al., 1992)
resulting in a decrease of conception rate
to 35% from 55% in patients with negative
MAR-test (Abshagen et al., 1998). If more
than 90% of the motile spermatozoa were
positive in the MAR-test, the sperm sho-
wed impaired motility and the conception
rate declined to 13% (Abshagen et al.,
1998).
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Semen sample quality
for assisted reproduction techniques

Semen analysis has also been used to esti-
mate the outcome of assisted reproduction
techniques, such as intrauterine insemination
(IU1), in vitro fertilisation (IVF), or intracytopla-
smatic sperm injection (ICSI) into oocytes. For
ICSI one vital spermatozoon after the prepara-
tion procedure is sufficient. The intrauterine
insemination is an effective therapy for male fac-
tor infertility, when the total motile sperm count
is more than 5x10°. This sperm quality led to a
conception rate of 8.2% per cycle in more than
4000 cycles of IUl (Dickey et al., 1999). No
pregnancies occurred if the initial total motile
sperm count was less than 1.6x10°. In IVF-pro-
grammes the oocytes should be inseminated
with 100000 sperm or more / oocyte (Schlegel
& Girardi, 1997), i.e. with respect of recovery
rate of spermatozoa after preparation technique
including swim up at least 1 x 10° initial total
motile sperm count have to be present in the
semen sample. The fertilisation rates strongly
depended on the total number of spermatozoa
recovered by swim up-technique with a cut off in
the range of 2x10° spermatozoa between high
and low fertilisation rates (Stovall et al., 1994).

In summatry it can be stated:

1. Spermiogram parameters of fertile men
can be classified into large cohort groups.

2. For an individual patient the probability of
his fertility potential can only be estimated.

3. A borderline of subfertility has to be assu-
med at a sperm concentration of 5 x
10%ml, 20% motile spermatozoa and 30%
morphologically normal sperm determined
according to conventional criteria.

4. The fertilising potential decreases dramati-
cally below 1x10° total motile spermatozoa
with normal morphology.

5. A concentration of less than 30000 motile
spermatozoa with normal morphology / ml is
almost associated with an absolute infertility.
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POST COITAL TEST ETESTS DI PENETRAZIONE IN VITRO
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Introduzione

Gli spermatozoi, per raggiungere la sede
ove feconderanno l'oocita, devono attraver-
sare il canale cervicale nuotando nel muco
cervicale, che rappresenta il loro primo osta-
colo da superare.

La penetrazione dell’interfacie muco-
sperma e la capacita di migrazione nel muco
dipendono primariamente dalla qualita del
muco cervicale e dalla motilita progressiva
dello spermatozoo.

Nella diagnostica della infertilita di coppia
e di grande importanza studiare I'interazione
sperma-muco, al fine di valutare una ipoteti-
ca ostilita da parte del muco o una difficolta
penetrativa da parte dello spermatozoo ogni
qualvolta ci si trovi di fronte ad una infertilita
non adeguatamente spiegata, con uno sper-
ma normale o non troppo scadente.

Cid e possibile mediante un test in vivo (il
Post Coital test) o i tests in vitro. | tests in
vitro comprendono: lo Slide test, lo Sperm
Cervical Mucus Contact test (SCMC) e il
Capillary Tube test (Test di Kremer). Il Capil-
lary Tube test pud essere diretto (sperma del
marito e muco della moglie) o crociato (sper-
ma del paziente con muco della moglie e
muco di donatrice, e sperma di donatore con
muco della moglie e muco di donatrice).

Per ottenere informazioni corrette sia da
un punto di vista clinico che da un punto di
vista fisiologico, questi tests devono essere
eseguiti utilizzando un muco cervicale perio-
vulatorio che presenti uno score secondo
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Insler >10 (da 10 a 15) e un pH > 7. Lo score
di Insler (1972 ) € un metodo quantitativo per
valutare la qualita del muco: a ciascuno dei
parametri caratteristici del muco, e cioé il
volume, la consistenza, la cristallizzazione
(ferning), la filanza (spinnbarkeit) e la cellula-
rita viene assegnato un punteggio da 0 a 3.
Questi punteggi, sommati insieme, danno un
valore massimo di 15: un punteggio > 12
indica un buon muco ovulatorio, un punteg-
gio da 10 a 11 indica un muco ovulatorio
ancora adeguato per I'esecuzione dei test,
un punteggio < 10 indica muco scadente.

Devono essere osservati dalla coppia in
esame 3-5 giorni di astinenza sessuale per
potersi avere non solo un seme con caratteristi-
che ottimali, ma anche un muco non “contami-
nato” da precedenti e recenti contatti col seme.
Per il Post-Coital test &€ necessario monitorizza-
re preventivamente il muco cervicale con pre-
lievi quotidiani nei giorni precedenti la presunta
ovulazione, prelievi sui quali verra determinato
lo score di Insler. Allorché si avra la conferma
che lo score ¢ ottimale, si provvedera ad istrui-
re la coppia per il Post-Coital test. Se lo score
resta scadente nel periodo ovulatorio, cid pud

Fig.1: Muco ovulatorio, con ferning punteggio 2.
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essere gia diagnostico di una infertilita di cop-
pia da fattore cervicale.

Per i tests in vitro si provvede analoga-
mente verificando la qualita del muco, finché
si arriva ad avere un muco con caratteristi-
che ottimali per i tests.

Nei tests in vitro & opportuno eseguire
preventivamente anche un’analisi completa
del liquido seminale da utilizzare: requisito
infatti perché abbia senso eseguire i tests di
interazione sperma-muco € che lo sperma
abbia una motilita intrinseca tale, secondo i
parametri del W.H.O (1992), da poter pensa-
re che esso riesca comunque a penetrare in
una qualche misura un muco ovulatorio.

Come tutti i test di funzionalita spermati-
ca, anche i test di interazione sperma-muco
in vitro devono essere eseguiti a 37°C e
dopo l'avvenuta liquefazione dello sperma,
pertanto 30 minuti circa dopo I'eiaculazione.

POST COITAL TEST

Il Post-coital test (PCT) studia in vivo I'in-
terazione degli spermatozoi con il muco cer-
vicale peri-ovulatorio, cioé nel periodo in cui
il muco cervicale € piu recettivo alla penetra-
zione degli spermatozoi.

Ideato da Sims nel 1866, fu introdotto nel
1913 da Huhner nella diagnostica routinaria
della infertilita di coppia.

Il periodo ovulatorio per effettuare il PCT
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Fig.2: Post coital test.
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viene determinato in base ai tradizionali criteri
clinici (per esempio: giorni del ciclo, temperatu-
ra basale, dosaggio plasmatico o urinario degli
estrogeni, monitoraggio ecografico dell’ovula-
zione). Nella pratica clinica spesso si ricorre a
Tests di determinazione degli estrogeni urinari
acquistabili dalla coppia in farmacia
(Clearplan™, Clearblu™, Discretest™, ecc.).

La coppia deve essere informata circa la
necessita di astensione dai rapporti sessuali
nei tre giorni che precedono I'effettuazione del
test. Il PCT va valutato dopo 3-24 ore dal
coito. Alcuni gruppi, come il nostro, ritengono
ottimale 'esecuzione del test tre ore dopo il
rapporto, nella presunzione che gli spermato-
zoi ben mobili allinterfacie sperma-muco
penetrano il muco in tempi brevi e gia dopo
poche ore sono in pieno canale cervicale. Altri
gruppi valutano il test piu tardivamente (9-24
ore dopo il rapporto) ritenendo che lo scopo
del test non sia solo quello di determinare il
numero di spermatozoi progressivi nel muco,
ma soprattutto quello di valutarne la sopravvi-
venza e il comportamento dopo molte ore dal
coito: infatti il riscontro di alcuni spermatozoi
con motilita rapidamente progressiva dopo 9-
24 ore nell’endocervice deporrebbe per I'e-
sclusione di un eventuale fattore cervicale
come causa dell'infertilita (Oei et al., 1995).

Si eseguono due prelievi di muco
mediante due siringhe da insulina: il primo
dal fornice vaginale posteriore e il secondo
dal canale endocervicale.

| prelievi si esaminano osservando i
rispettivi campioni su un vetrino portaoggetto
a 400 X. Si conta il numero di spermatozoi
per campo e si valuta la motilita di tipo a, b, ¢
(WHO, 1992).

Il riscontro di 50 spermatozoi mobili (a+b)
per HPF (cioé a 400X), che corrisponde ad una
concentrazione pari a 2500 sp/mm?® (Moghissi,
1976; 1986), dopo il suddetto numero di ore dal
rapporto conferma un quadro di normalita per
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entrambi i partner. Comunque gia con la pre-
senza di 20 o piu spermatozoi per HPF con
motilita di tipo a & possibile considerare soddi-
sfacente il PCT. Il riscontro di un numero di
spermatozoi inferiore a 10 per HPF (<500/mm?®)
€ indicativo di una riduzione della capacita di
penetrazione degli spermatozoi o di anormalita
del muco cervicale (WHO, 1992).

In caso di PCT dubbio, cioe con <10 sper-
matozoi mobili per HPF, & opportuno ripetere il
test il ciclo successivo prima di dedurre infor-
mazioni cliniche definitive circa il fattore cervi-
cale di infertilita. In caso di riconferma di referto
“dubbio” si dovranno eseguire i tests immunolo-
gici sullo sperma, sul muco e sul siero di
entrambi i partners, qualora non siano gia stati
fatti preventivamente. Qualora questi ultimi sia-
no negativi, si pud parlare di penetrazione
sperma - muco non regolare e dare indicazione
ad Inseminazione Omologa Intrauterina. Anche
il riscontro di un solo PCT negativo consiglia
una ripetizione del test, e non autorizza a for-
mulare una diagnosi certa di sterilita di coppia.

Linterpretazione del test deve, comun-
que, tener sempre in considerazione la quali-
ta del muco e le caratteristiche del seme del
partner, oltre alladeguatezza del coito. Non
bisogna inoltre dimenticare che sia la pre-
senza di anticorpi anti-spermatozoo nel liqui-
do seminale o nel muco cervicale, sia la pre-
senza di problemi tecnici legati alla metodica
o di problemi sessuali, quali ejaculazione
ante portas, grave ipospadia, o vaginite
severa, possono essere responsabili di un
PCT dubbio o negativo.

Il significato clinico del PCT e tutt’oggi
molto dibattuto, dal momento che studi di
grande rilevanza scientifica hanno condotto a
conclusioni diverse.

Alcuni autori hanno dimostrato la validita
clinica e I'elevato valore prognostico del PCT
(Hull, 1982; Griffith,1990; Eggert-Kruse,
1989). Alcuni anni dopo lo stesso Hull (2000)
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ha riconfermato il valore prognostico del PCT
nelle coppie in cui il periodo di infertilita era
inferiore ai tre anni. Altri ricercatori (Collins et
al., 1984) non hanno riscontrato alcun valore
predittivo del PCT per una gravidanza.

Nonostante queste risultanze, molti clinici
considerano il PCT una parte importante,
anche se non essenziale, nell'iter diagnosti-
co di una coppia infertile, e di conseguenza
un Centro di Infertilita deve includere il test
nella sua pratica clinica.

TEST IN VITRO
SLIDE TEST (WHO 1999).

Lo Slide test, chiamato anche test di Kurz-
rok-Miller, permette di ottenere una valutazione
qualitativa della interazione tra sperma e muco.
Si effettua ponendo una goccia di muco cervi-
cale su un vetrino portaoggetto e ricoprendolo
con un vetrino coprioggetto (22 mm x 22 mm);
ai lati di quest'ultimo viene posta una goccia di
sperma in modo che il seme possa migrare per
capillarita sotto il vetrino: in tal modo si ottiene
una interfacie muco-sperma (Fig. 3).

Il vetrino viene incubato a 37°C in camera
umida (p.e. una capsula Petri provvista nel
suo interno di garza umidificata) per 30 minuti.

Fig. 3: Slide test: una goccia di muco cervicale &
posta su un vetrino portaoggetto e ricoperto con un
vetrino coprioggetto (22 mm x 22 mm), ai lati di que-
st’ultimo viene posta una goccia di sperma.

Trascorso il tempo, si osservera la formazio-
ne di “falangi” (cio& proiezioni di gruppi di sper-
matozoi che penetrano nel muco) (Fig. 4-5).

Dalle falangi gli spermatozoi si staccano,
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Fig.5: Slide Test. Stesso caso della Fig. 4, pochi
minuti dopo si osserva il progressivo distacco
degli spermatozoi dalla falange.

si disperdono ed iniziano a muoversi a caso
nel muco. A causa dei grandi problemi di
standardizzazione si raccomanda di usare il
test soltanto per una valutazione qualitativa di
interazione.

Lo Slide test viene giudicato normale
quando il 90% degli spermatozoi esibisce una
motilita progressiva nel muco. Viene altresi
definito anormale quando non si osserva alcu-
na penetrazione nel muco, oppure quando gli
spermatozoi penetrati si immobilizzano subito
o presentano movimenti “shaking” (cioe scuo-
tenti, caratteristica dovuta, nella maggior parte
dei casi, alla presenza di anticorpi adesi alla
superficie degli spermatozoi e piu raramente
presenti nel muco cervicale).

SCMC TEST

Si utilizza per individuare la probabile
presenza di anticorpi anti-spermatozoo adesi
agli spermatozoi e/o nel muco cervicale.
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Su un vetrino portaoggetti si pone una
goccia di muco mescolata con una goccia di
liquido seminale, sull'altra estremita una goc-
cia di sperma (controllo) (Fig. 6).

Il vetrino viene incubato per 30 minuti: poi
si valuta la percentuale di spermatozoi con
movimenti shaking e di quelli con movimenti
progressivi.

Il test viene giudicato positivo per la pre-
senza di anticorpi, e quindi patologico, se la
percentuale di spermatozoi con movimenti
shaking & maggiore del 50%, e negativo se
la percentuale & compresa tra 0-25%.

Il risultato del test indica sino a che punto
gli anticorpi possono inibire la migrazione
degli spermatozoi nel muco.

CAPILLARY TUBE TEST
(Kremer, 1965; 1980; Pandya, 1986).

E stato originariamente descritto da Kre-
mer nel 1965.

Il test valuta la capacita degli spermatozoi
di penetrare in una colonna di muco cervicale
posta in un capillare di vetro, piatto a sezione
rettangolare, e lungo 5 cm con una sezione
trasversale di 3 mm x 0,3 mm (Fig. 7).

Il muco cervicale va aspirato nel capillare,
evitando la formazione di bolle d’'aria. Il riempi-
mento del capillare si ottiene usando un collet-
tore (tubicino) applicato ad una siringa da insu-
lina sprovvista di ago. Completato il riempi-
mento, I'estremita aperta del capillare viene
inserita per 0,5 cm nel nido, contenente sper-
ma, della apposita camera; l'altra estremita
viene chiusa mediante un apposito sigillante
(p.e. “pongo”). La camera dispone di tre nidi
per tre capillari, e consente di testare lo sper-
ma ed il muco in esame versus sperma di
donatore o muco di donatrice. La camera cosi
allestita viene incubata a 37°C e trascorse 2
ore si valutano al microscopio a contrasto di
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Fig. 6: SCMC TEST: Il test permette di valutare la percentuale di spermatozoi che esibiscono movimenti "shaking”.

fase (a 10x e 20x): la “distanza di migrazione”,
la “densita di penetrazione” e la “riduzione di
migrazione” (cioé il decremento della densita
di penetrazione, osservata a 1,0 cm e a 4,5
cm). Al numero di spermatozoi (densita di

penetrazione) osservato alla distanza di 1,0
cm e a quella di 4,5 cm, si attribuisce un pun-
teggio da 0 a 7 ( v. Tabella 1). Per ottenere il
valore della “riduzione di migrazione” si sottrae
al punteggio ottenuto alla distanza di 4,5 cm

Tabella 1. Punteggio relativo alla densita di penetrazione.

DENSITA= n° SP.ZOI PUNTEGGIO
0 1
0-5 2
6-10 3
11-20 4
21-50 5
51-100 6
>100 7
Tabella 2. Classificazione sec. WHO 1999
Distanza di migrazione 1 <3 4,5
Densita di penetrazione 0 <10 >50
Riduzione di migrazione - > 3 <3
Durata della motilita (ore) - 2 >24
Giudizio Negativo Scarso Buono

Fig. 7: Capillary Tube Test: la camera dispone di tre nidi per tre capillari di vetro, il test valuta la capacita degli
spermatozoi di penetrare in una colonna di muco posta nel capillare.
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quello corrispondente alla distanza di 1 cm.

Il giudizio € BUONO quando gli spermato-
zoi raggiungono dopo due ore la massima
distanza di migrazione (4,5 cm), in corrispon-
denza della quale si osserva un numero di
spermatozoi > 50 con buona motilita (v. Tabel-
la 2). E stato segnalato da alcuni autori (Mar-
cus et al., 1994) che il test di Kremer possiede
un significativo valore prognostico per la fertilita
in vivo, di gran lunga superiore a quello ottenu-
to dal Post Coital test. Inoltre il riscontro di alte-
razioni della interazione muco-sperma (preditti-
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