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USA:  
 
•   > 1 milione di sopravvissuti da HL, NHL, Leucemie; 

• 130.000 nuovi casi annui; 

•  sotto i 50y predominano HL (64%) e ALL (75%); con % curative 
rispettivamente di 80% e 40-90%; 

• 17-20% di NHL e AML in paz sotto i 50y con % cura attorno al 60%; 

• HSCT/BMT: nel 2009 109.000 sopravvissuti, proiezione per il 2020 di 
242.000 (circa 2% di tutti i “cancer survivors”) e il 70% va incontro al 
trapianto (allogenico o autologo) sotto i 40y; fertilità post-trattamento 
tra 3 e 8%. 

Carter et al, Bone Marrow transplantation 2006 
Loren AW, Am Soc Haematology 2015 
Leader A et al, BJH 2011 



Registro Tumori del Veneto 

I tumori più frequenti in età 20-39 anni. Maschi. 

 Casi annui stimati in Veneto nel 2014 e % sul tot. tumori 20-39 anni.  

SEDE Casi/anno % sul tot tumori 

Testicolo 88 22.3% 
Cute melanomi 53 13.5% 
Tiroide 35 8.9% 
Linfoma di Hodgkin 34 8.5% 
Linfomi non Hodgkin 28 7.2% 
      
Totale eccetto pelle 395 100% 



Testicolo 

Linfoma  
non Hodgkin 

Melanoma 

Colon-retto 

Linfoma  
di Hodgkin 

Associazione italiana 
Registri Tumori 

I tumori più frequenti nei giovani adulti 



Linfomi non Hodgkin 

Linfomi di Hodgkin 

Tumori del testicolo 

Tutti  tumori 

Sopravvivenza per tumore in Italia 



Infertilità 35% 

Altre patologie 10% 

Tumori 55% 

CRIOCONSERVAZIONI TOTALI         
N. 5416 

U.O.C. Andrologia e 
Medicina della 
Riproduzione 



Tumori del testicolo 60% 

Linfoma  
di Hodgkin 19 % 

Altri Tumori 18% 
Linfoma non Hodgkin 3% 

Distribuzione tumori alla crioconservazione 

U.O.C. Andrologia e 
Medicina della 
Riproduzione 
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Preservare la fertilità: l'informazione negata - Dossier ProFert, 2012  
(Milano-Roma-Bologna-Napoli) 

 
 

I problemi di fertilità dovrebbero essere spiegati a tutti i pazienti in età riproduttiva (…), ma è davvero questo che succede in Italia, nella realtà quotidiana? Una indagine condotta nei principali centri oncologici italiani consente ora di rispondere a questa domanda.  
 

Prendendo in esame il caso delle neoplasie ematologiche – i tumori del sangue come leucemie e linfomi - le cui terapie possono mettere a rischio la capacità futura di procreare, ci si accorge di come i pazienti, sia uomini che donne, non abbiano a disposizione tutti gli strumenti utili a compiere una scelta consapevole di preservazione della fertilità, attraverso le tecniche oggi più diffuse anche nel nostro paese (…).  
 
 

A risultare particolarmente carente è poi lo scambio di informazioni tra i reparti che affrontano i due aspetti del problema, ovvero la battaglia contro la malattia e la qualità della vita (dunque anche la riproduzione) dopo la guarigione. Persino in quegli ospedali dove la preservazione della fertilità è uno dei fiori all’occhiello della ricerca e della clinica, non sembra esserci raccordo - in termini di informazioni disponibili - con i reparti di oncologia (…).  
 
 
 

Eppure è ormai chiaro che la possibilità di conservare la fertilità, nonostante le terapie antitumorali e la patologia stessa, è un elemento di speranza per i pazienti e per i loro familiari, e rappresenta dunque un investimento per il futuro e uno dei pilastri per una migliore riuscita della terapia oncologica.  



“…One study showed that 51% of men 
diagnosed with cancer wished to preserve 
their reproductive potential, whereas this 
figure rose to 77% among childless 
men…”     (Schover et al, 2002).



Classes	of	chemotherapy	and	their	mechanisms	of	ac3on	Giwercman	et	
al,	2000,	Vakalopoulos	I	et	al,	2015	

Specific: G2 arrest/S-
phase apoptosis 

Interact with enzyme-
DNA complex. Prevents 
resealing of the top I-
mediated DNA single 
strand breaks 

Bleomycin, actimomycin, 
doxorubicin, daunorubicin 

Topoisomerase 
interactive agents 
(radiomimetics) 

Non-specific Inhibit cellular 
metabolites by acting as 
false substrates for 
reactions required in DNA 
or RNA synthesis 

Methotrexate, 
aminopterin, 5-
fluorouracil, cytarabine 

Antimetabolites 

Specific: G1 and S phase Bind tubulin and cause 
dissociation of the 
microtubule apparatus 

Vincristine, vinblastine Vinca alkaloids 
(aneuploidy inducers) 

Possibly specific (G2 
arrest) 

Interferes with DNA 
synthesis without 
affecting normal RNA and 
protein synthesis 

Cisplatin, carboplatin Cisplatin and analogues 

Non-specific Cross-link DNA strand, 
interrupt RNA and 
protein synthesis 

Cyclophosphamide, 
nitrogen mustard, 
chloroethyl nitrosurea, 
busulfan, chlorambucil, 
melphalan, thiotepa 

Alkylating agents 

Cell cycle Mechanism Name of drugs Class of agent 



Classes	of	chemotherapy	and	their	mechanisms	of	
ac3on	Giwercman	et	al,	2000,	Vakalopoulos	I	et	al,	2015	





Anderson RA et al,  Lancet Diabetes Endocrinol, 2015 



  
  

4 Gy 
interphase death 

 permanent damage to 
germ cells (spermatogonia) 

 
 

Leydig cells 
20-30 Gy: hypogonadism 

 
    

spermatogenesi 
0.1 – 1.2 Gy 

Modified from Dohle GR, Int J Urol 2010 

	Radiotherapy	



Dohle GR, Int J Urol 2010 



EFFETTI	DELLE	TERAPIE		
SULLA	

SPERMATOGENESI	



Fertil Steril 2014 







Bujan L et al, Fertil Steril 2014 



Bujan L et al, Fertil Steril 2014 



Bujan	L	et	al,	Fer3l	Steril	2014	



Arancio	di	acridina	 Blu	di	anilina	 Cromomicina	A3	 Blu	di	toluidina	

TUNEL	test	
Sperm	chroma3n	
structure	assay	(SCSA)	

Sperm	chroma3n	
Dispersion	test	(SCD)	
Halo-test	

COMET	assay	

Transl	Adv	Urol	Androl,2016	



Pro: Consente di ottenere un valore delle rotture sul doppio 
filamento. Il citofluorimetro consente l’analisi di numerose cellule 
in un breve tempo.  
Cont.: nei soggetti gravemente oligozoospermici è necessario 
utilizzare un microscopio a fluorescenza. 

   γH2AX 





SCSA 
 
Sperm 
Chromatin 
Structure  
Assay 





Fertil Steril 2010 

Livelli significativamente più alti di danno del DNA spermatico  
casi vs controlli che persistono anche 2 anni dopo CT (vari schemi) 



 
DANNI AI 

CROMOSOMI 
SPERMATICI 





FISH Test 
(Valutazione dei cromosomi spermatici 13,18, 21, X, Y) 

Spermatozoi	euploidi	 Spermatozoi	aneuploidi	

18 Y Y 18 18 X 



•  La	maggior	parte	degli	studi	rivela	che	il	fallimento	
dell’impianto	embrionario	in	corso	di	IVF	potrebbe	
essere	di	origine	maschile	ed	essere	aXribuibile	ad	
un	aumento	delle	aneuploidie	sperma3che.	

•  L’e3ologia	dell’aborto	ripetuto	è	determinata	solo	
nel	30%	dei	casi.	L’eventuale	contributo	paterno	è	
poco	inves3gato.	





FISH 



DATI AMBIGUI E 
CONTRADDITTORI 

• Differenti approcci metodologici usati 
• Differenti popolazioni studiate in termini di 
neoplasia 
• Variabilità dei trattamenti considerati 
• bassa numerosità dei campioni 



• Sono	 necessari	 ulteriori	 studi	 clinici	 prospe\ci,	 con	
popolazioni	 ed	 end-points	 omogenei,	 per	 chiarire	 le	
conseguenze	sullo	stato	gonadico,	in	par3colare	sull’integrità	
genomica	 dei	 game3	 maschili,	 delle	 terapie	 an3-
neoplas3che.	

• S3lare	 linee-guida	 cliniche	 condivise	 al	 fine	 di	 fornire	 ai	
pazien3	un	counseling	chiaro	ed	esaus3vo	sulle	possibilità,	 il	
“3ming”	ed	i	rischi	di	concepimento	a	seguito	dei	traXamen3	
an3-neoplas3ci.	

Fertil Steril 2013 





●  Crioconservazione da biopsia testicolare prima dell’inizio delle 
terapie oncologiche che possono impedire l’inizio della 
spermatogenesi 

●  Possibilità di crioconservare tessuto testicolare (spesso in 
piccola quantità, circa 0.1 cm³) contenente cellule staminali 
spermatogoniali (SSCs) prima dei trattamenti oncologici e 
autotrapiantarle nel/i testicolo/i in futuro per ripristinare la 
spermatogenesi 

●  Essenziale eliminare il rischio di reintrodurre cellule maligne 

PROBLEMATICHE NEL MASCHIO 
PREPUBERE 



●  Più di 14 maschi di età inferiore a 15 anni ricevono 
una diagnosi di tumore ogni giorno (Howlader H et al 
2011) 

●  Più dell’80% di tali maschi guariscono dal tumore 
(Howlader H et al 2011, Steliarova-Foucher E et al 2014). 

●  Il danno gonadico, in termini di danno agli 
spermatogoni e quindi di inibizione dell’inizio del 
processo di spermatogenesi, rappresenta una 
comune conseguenza dei trattamenti antineoplastici 
nel soggetto prepubere, con conseguente sterilità 
(Pui CH et al 2011, Nurmio M et al JCEM 2009). 

-  

- ALL: 40% dei tumori sotto i 14 anni di età 
- In più del 30% dei casi  

localizzazione testicolare 
confermata all’esame istologico 



Fertil Steril 2014 

●  Le cellule di leucemia linfoblastica acuta (ALL) 
p o s t e i n c o l t u r a a s s i e m e a l l e c e l l u l e 
spermatogenetiche, dopo 26 giorni non sono più 
evidenziabili mediante tecnica “minimal residual 
disease” (MDR-PCR), anche quando presentavano 
concentrazioni iniziali elevate (40%). 

●  Dopo 52 giorni di coltura la positività di ZBTB16, 
UCHL1 e GPR125 (markers specifici degli 
spermatogoni) mediante RT-PCR confermava la 
presenza degli spermatogoni. 



Struijk et al BioMed Res Intern, 2013 



2013 



CT-treated 
4-6 settimane età 



2013 



2 soggetti 
6.5 anni 
8 anni 
Linfoma Hodgkin 
Biopsia testicolare 
Xenotrapianto 
Topi trattati alchilanti 

• Le prime cellule staminali 
germinali (GSCs) compaiono dopo 
2.5 settimane di coltura. 
• SSCs isolate sono in grado 
di propagare in vitro fino a 
20 settimane dopo  
lo xenotrapianto  
(soggetto di 6.5 anni) e dopo 
15 settimane per il soggetto 
di 8 anni. 
• Si stima che 35 giorni di coltura 
di SSCs o 58-83 giorni di coltura 
per GSCs siano necessari per  
raggiungere la crescita 
esponenziale 
di 1300 volte stimata come 
necessaria 
per ripopolare il testicolo umano 
adulto dopo l’autotrapianto 





Cell Stem 
Cell 
2012 

SSCs del donatore sono 
reintrodotte nei tubuli 
seminiferi del testicolo 
residuo attraverso la rete 
testis. La loro presenza nel 
60-80% dei tubuli seminiferi 
è confermata mediante blue 
dye 



Cell Stem 
Cell 
2012 

TRAPIANTO AUTOLOGO 
SSCs marcate con vettori 

lentivirus 

Spermatozoi positivi al lentivirus si 
riscontrano  
dalla 30° settimana fino a 63 settimane dopo 
autotrapianto in >75% (9/12) Rhesus adulti e 
33.3% (2/5) riceventi prepuberi  



Cell Stem 
Cell 
2012 

●  L’autotrapianto di SSCs ha avuto 
successo nel 70.5% dei casi 
mentre l’allotrapianto nel 33.3% 
dei casi in termini di recupero di 
spermatozoi nell’eiaculato 

●  La competenza e la funzione degli 
spermatozoi è stata dimostrata 
dalla fertilizzazione di ovociti 
Rhesus e dalla formazione di 
embrioni fino allo stadio di 
blastocisti 



“nothing of humanity was foreign to him” 

UOC Andrologia e Medicina della Riproduzione 
Azienda Ospedaliera di Padova  


