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TUMORI TESTICOLARI

Introduzione

Il tumore del testicolo rappresenta I'1-2% diitattumori maschili (Fig 1). Si puo
diagnosticare ad ogni eta, ma ha picco di inciderea 15 e i 35 anni. In Italia si
registrano 500-600 nuovi casi all'anno. Tale nesipl@ra fino a 25 anni fa la prima
causa di morte per cancro nelluomo al di sottod@eanni. Negli ultimi 20 anni lo
sviluppo di nuove terapie antineoplastiche (cheenayia e/o radioterapia),
combinate con tecniche chirurgiche, hanno permiéssiglioramento della prognosi
e della sopravvivenza di questi pazienti. Attualteeasirca il 90% di questi tumori, se

diagnosticati precocemente, raggiunge la guarigione

Fig.1 - Sezione di testicolo normale



Epidemiologia

La frequenza della patologia neoplastica a livele testicolo ha un andamento
trimodale: un picco in eta infantile (1/100.000 n&schi sotto i 15 anni), uno in eta
giovane-adulta (11/100.000 tra i 15 e i 29 anniurdicco nell'anziano (1/100.000
all'’eta di 70 anni). Negli ultimi 40 anni l'incidea di questa patologia € aumentata di
oltre 2 volte, con un picco piu elevato in Svizzerai paesi scandinavi ed in Nuova
Zelanda, mentre l'incidenza piu bassa si riscomrafrica ed in Asia. Per quanto
riguarda le razze, anche il rapporto fra gli uondnrazza bianca rispetto a quella
nera sta rapidamente cambiando, una volta era mpuitdiffuso in quella bianca (piu

di 4 volte maggiore), ma ultimamente la razza gesampre pil coinvoltd.

Eziopatogenesi

Attualmente vi sono soltanto ipotesi eziologichent@ per tutte le neoplasie, anche
per i tumori testicolari, la causa principale riraatonosciuta. Sono stati individuati
vari fattori predisponenti quali criptorchidismajntore testicolare controlaterale e
storia familiare di neoplasia testicolare. Il testo ritenuto incrementa da 2 a 4 volte
il rischio degenerazione neoplasti&aTale rischio non si riduce significativamente
neanche dopo il suo riposizionamento nella saccatade tramite intervento di

ochidopessi, a confermare l'ipotesi disegentica atigitorchismo. La relazione tra

testicolo ritenuto e tumore del testicolo non ecaachiara; e stato suggerito che i
fattori genetici, lo stile di vita e fattori ambiat, possano essere fattori eziologici
comuni di entrambe le patologie. Il criptorchismmirgbbe far parte di una catena di

eventi che culminano nella neoplasia testicolarestdfo riscontrato, inoltre, che i



pazienti con tumore testicolare monolaterale hammonaggiore fattore di rischio di

insorgenza di tumore controlatarafe.

Come per altre neoplasie anche per il tumore dtictdo e stata messa in evidenza
la predisposizione familiare che si riscontra i@l @ei casi. Fratelli di pazienti con
cancro del testicolo hanno un rischio da 6 a 1@wvolaggiore di sviluppare al stessa
malattia. E’ ragionevole pensare che la suscatéibgenetica sia un fattore molto
importante nella eziologia di questa patologia tesifra, che non pud essere

spiegata solo da fattori ambientali.

Questa neoplasia ha anche un substrato genetido200@ Rapley et al., hanno
studiato 134 alberi genealogici, con 2 o piu casuchore del testicolo, dimostrando
una associazione della neoplasia con il locus XB2H'analisi del linkage si mette
in evidenza la presenza, in questo locus, di ure gauscettibile al tumore del
testicolo./” Nel 2006 [I'International Testicular Cancer Linkagonsortium ha
effettuato uno studio genico su 237 alberi genealaymostrando una associazione
tra tumore del testicolo e 6 “regioni genomichenderesse” ovvero: 2p23, 3pl2,
3026, 12p13-g21, 18q21-g23 e Xq¥7.(fig 2) Per il tumore testicolare & stato
dimostrato anche un substrato genetico legatosatiiomosoma pl2 ovvero la
duplicazione del braccio corto del cromosoma 12a pfincipale alterazione
cromosomica rilevata in questa neoplasia, infati{12p).l! L’amplificazione di una
regione nel braccio corto del cromosoma 12 € oasemirtualmente in tutti i casi. In
circa 1'80% degli uomini cid accade attraverso tagenza dell’isocromosoma 12p-
I(12p), mentre nel resto dei casi si ha amplifioaei di una sezione del braccio corto

del cromosoma 12 che ha traslocato in altri crommsdnoltre la ciclina D2,



importante nella replicazione cellulare, che e segga in tali neoplasie, e codificata
da un gene presente sul cromosoma 12. Ne risuliagligche la ciclina D2 potrebbe
essere un oncogene di questi tumori. Recentemaveesdlavori hanno valutato i
polimorfismi genici che possono essere coinvoltianemodulazione del meccanismo
di azione degli ormoni sessuali. L'insensibilitaliagndrogeni e stata ipotizzata
essere un fattore di rischio del tumore testicol&tdi epidemiologici hanno
dimostrato che la diversa lunghezza delle triplatietute CAG possono giocare un
ruolo importante nell'insorgenza di tale neoplasia.razza Africana, infatti, ha un
minor numero di triplette CAG e un minore rischiotaimore del testicolo rispetto
alla razza Caucasica. | dati in letteratura, aaizzano una possibile relazione tra

lunghezza dei CAG e tumore testicolare, sono peduintrastant-2-21%-11]
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Fig.2 - Cromosoma 12 coinvolto nella eziologia dehore del testicolo



Fattori di rischio prenatali e perinatali

Le caratteristiche epidemiologiche, precedentemeetritte, hanno incoraggiato
ipotesi eziologiche nell'insorgenza di tale pat@ogeoplastica. Alla fine del 1970
viene proposto che i livelli di estradiolo dellenth@ in gravidanza giochino un ruolo
critico durante la vita fetale nella carcinogertesticolare. Dal 1980 la ricerca sulla
eziologia del tumore testicolare viene focalizzaiafattori prenatali e perinatali. In
una review del 2005 Garner et al., hanno presooimsiderazione fattori quali
I'ordine di nascita, la durata della gestazionetd’ materna, la nausea durante la
gravidanza, il peso alla nascita, etc. Relativametiia eta materna i risultati sono
contrastanti: alcuni lavori hanno evidenziato wsthio di tumore 2 volte piu elevato
in madri con eta avanzata, mentre in altri stuléi tarrelazione non e stata trovata. |
dati sono contrastanti anche relativamente ad wa fttore di rischio: il peso alla
nascita; alcuni lavori hanno rilevato un aumentoridchio di insorgenza della
neoplasia nei neonati con basso peso, mentre radmi hanno rilevato alcuna
associazioné2131413INegli anni 80 viene proposta come causa di insmgealel
tumore testicolare [I'esposizione fetale ad ormord, en particolare, al
dietilstilbestrolo, estrogeno non steroideo utdity, in passato, per prevenire aborti e
complicanze durante la gestazione. In diversi stagb-controllo su pazienti affetti
da neoplasia del testicolo € stato valutato I'édfetegli ormoni assunti durante la

gravidanza ottenendo risultati contrastatti:®
Fattori postnatali

Anche i fattori ambientali sono stati associatiusdincremento di rischio di tumore

del testicolo. Un aumento di neoplasia testicokarstato segnalato in addetti alla



lavorazione del petrolio greggio e all’estrazione gas naturali e in addetti
all'agricoltura e all'allevamento del bestiame. nugpi di professionisti a rischio
includono vari settori tra cui fabbriche alimentardi pellami, lavoratori esposti a

microonde o onde radio e militari.

Garner et al., nel 20087 ha dimostrato come anche la dieta alimentare pessere
associata all'insorgenza del tumore. Una elevadarasone di grassi e di latticini €
correlata con un maggiore rischio di tumore deltidcek. Latte e formaggi
contengono estrogeni e progesterone, ormoni chgomenassociati con l'insorgenza

della neoplasia.

Alcuni autori hanno identificato I'infertilita makde come un possibile fattore di
rischio per il tumore testicolare. Una alteratarspogenesi potrebbe essere causata
da esposizione in utero estrogeni sinteti®] inquinanti ambientali, alterazioni
ormonali, fattori psicologici e immunologici. Glnguinanti ambientali possono
interferire con il bilancio ormonale dei soggettiche durante la vita postnatale e

determinare nell’adulto infertilita e tumore testare.

L'ipotesi patogenetica piu accreditata, attualmergtela “teoria della maggiore
impregnazione estrogenica”. Nel 1993 Sharpe e SHmdk propongono la
definizione di “sindrome di disgenesia testicola(@DS), la cui eziologia € legata
alla esposizione ad estrogeni ambientali, denomeratocrine disrupters (EDCs) o
interferenti endocrini, e ad una suscettibilitangica a tali sostanze chimiche.
11920211 | 5 disgenesia testicolare (fig 3) insorge durdatdormazione del tratto

riproduttivo maschile ovvero il primo periodo deflwiluppo fetale e pud determinare

criptorchidismo, ipospadia, tumore del testicolaléerazione dei parametri seminali.



(2223 gecondo questa ipotesi, la presenza di estrogetiieatali causa una
alterazione delle cellule primordiali nella cascdtfierenziativa spermatogenetica,
determinando, quindi, la formazione di cellule cbepo la nascita possono
trasformarsi in maligne ed evolvere in carcinomasiitu. Queste cellule saranno
quiescenti durante l'infanzia, ma la puberta e gjlmoli endocrini potrebbero
determinare un aumento di tali cellule e la diffug nei tubuli seminiferi. | fattori
scatenanti che inducono la trasformazione del @ISheoplasia non sono noti.
L’impregnazione di estrogeni pud essere un fatsweondario ad una maggiore
assunzione di ormoni o0 causata da uno sbilancioowaie endogeno. Il
Dietilstilbestrolo & stato prescritto per 30 anar prevenire aborti. Studi successivi
hanno evidenziato che questo estrogeno sintetievaaaumentato il rischio di

malformazione testicolare, sviluppo di cisti e @i@one della spermatogenesi.
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Fig.3 - Schema della Sindrome di disgenesia détctde (TDS)



Classificazione dei tumori del testicolo

Le neoplasie testicolari ricoprono una vasta gandimpi istologici *#?® (Tab1).
Sono divise in due grandi categortemori delle cellule germinale tumori delle
cellule non germinaliCirca il 95% origina da cellule germinali. La maggparte di
queste neoplasie germinali sono molto aggressiesentano una rapida e diffusa
disseminazione matestatica anche se , con le ¢eadipialmente disponibili, possono
essere curaté?® Si ritiene che i tumori a cellule germinali rappeatino la
controparte maligna dello sviluppo embrionale ndemba cellula primordiale ha la
capacita di formare sia tessuti embrionali (emdeso ed ectoderma) che daranno in
seguito origine sia a strutture somatiche mature &hessuti extra-embrionali. Il
corrispettivo maligno di una cellula germinale ponmtiale conserva la sua
pluripotenzialita pertanto si ipotizza che il seonma derivi dallo spermatocita, il
corion carcinoma ed il tumore del sacco vitelliralla differenziazione in strutture

extra-embrionali.

| tumori non germinali comprendono i tumori deitoma e dei cordoni sessuali,
con riferimento alle cellule stromali specializzateerstiziali, come quelle del
Leyding, ed alle cellule stromali dei cordoni sedsudelle prime fasi di
differenziazione della gonade, come quelle deldei$ono generalmente benigni,
alcuni di questi producono ormoni steroidei e caassindromi endocrinologiche.
Poco frequente e I'evenienza di un linfoma extrat®docalizzato al testicolo. Con
estrema rarita dallo stroma connetivo-vascolares@us originare tumori, quasi
generalmente benigni, tra cui angiomi, leiomiomeuro fibromi, che non si

diversificano dagli omonimi tumori di altre sedi. ®ssono osservare, in casi rari,



tumori della rete testis, ademoni o adenocarcinéniesticolo si possono estendere
rari sarcomi paratesticolari, per lo piu rabdosarncodellinfanzia e della
adolescenza. Il testicolo puo essere sede, ocedsiente, di tumori metastatici

derivanti da carcinomi prostatici o polmonari.

10



Classificazione e stadiazione dei tumori testicolari

TNM (UICC 2002)

Estensione del
tumore
primitivo (pT)

pTx: non definibile

pTO: non evidenziabile

pTis: tumore esclusivamente
intratubulare (/n situ)

pT1: limitato al testicolo, compresa la
rete testis

pT2: supera l'albuginea o invade
I'epididimo

pT3: invasione del funicolo spermatico

pT4: invasione dello scroto

Linfonodi Nx: linfonodi regionali non definibili

regionali (N) N1-3: metastasi linfonodali con
dimensionida2 a5 cm

Metastasi a Mx: metastasi non definibili

distanza (M) M1 (1a o 1b): metastasi a distanza,

viscerali e non, polmonari e non

Royal Mardsen
Hospital

Stadio I: tumore limitato al testicolo senza evidenza di
linfoadenopatie

Stadio IV: presenza di metastasi linfatiche ed extra-
linfatiche sopra e sotto-diaframmatiche

Memorial Sloan
Kettering Cancer
Center (per i
tumori germinali
non
seminomatosi)

Stadio A, B (1, 2, 3) e C, con interesse soprattutto alle
stazioni linfonodali interessate

Seminomi e
tumori non
seminomatosi

Stadio I: tumore localizzato al solo testicolo, senza
diffusione a linfonodi o altri organi

Stadio IIa: interessamento dei linfonodi addominali con
diametro < 2 cm

Stadio IIb: interessamento dei linfonodi addominali con
diametro > 2 cm

Stadio IIc: interessamento dei linfonodi addominali con
diametro > 5cm

Stadio III: estensione extra-addominale, con
interessamento di altri linfonodi 0 organi

Tabella 1 - Classificazione e stadiazione dei turtesticolari
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Tumore a cellule germinali del testicolo

Le cellule germinali sono totipotenti e una voltéisa la trasformazione neoplastica,

non vengono inibite durante la loro differenziazdfig 4)

| tumori a cellule germinaligerm cell tumorssCT) del testicolo sono classificati in
due categorie sulla base della presenza di unoocsdigiu tipi istologici. Quelli che
presentano un unico tipo istologico rappresentarua @ 40% di tutte le neoplasie

testicolari; nel restante 60% si osserva una cistione di due o piu tipi istologici.

| tumori a cellule germinali del testicolo si ongino da una neoplasia intratubulare a
cellule germinali-IntraTubular Germ Cell NeoplasjidTGCN. Le cellule germinali
neoplastiche si differenziano sulla linea gonadiaado origine aseminomao si
trasformano in una popolazione di cellule totiptitehe maturano neélumori non
seminomatosi (NSGT9Fig.5. Queste cellule totipotenti  possono rimanere
anaplastiche, formando quindicarcinoma embrionario oppure posSsSono
differenziarsi in una linea extraembrionaria deteando la formazione diumori

del sacco vitellinm i corio carcinomi.ll teratoma deriva dalla differenziazione delle
cellule embrionarie carcinomatose lungo la linea tte foglietti embrionali.
Analogamente i seminomi possono essere i precuwtaczui originano altre forme di

neoplasie testicolari germinali.

| tumori germinali possono avere anche una origirgagonadica, principalmente
nel mediastino, nel retro peritoneo e nella regigrieeale-soprascellare. Tali
localizzazioni derivano, verosimilmente, dalla naigjone aberrante di cellule

germinali nelle prime fasi della embriogenesi, oaiternativa da alcune cellule
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staminali precursori comuni delle cellule germinalelle cellule del timo e dei

pinealociti.

I tumori a cellule germinali del testicolo derivada lesioni pre-invasive all’interno
dei tubuli seminiferi, da una cellula germinaleigotente. La presenza di cellule
indifferenziate intratubulari configura la neopkasntratubulare a cellule germinali
indifferenziata detta carcinoma in situ (CIS), laczata sulla membrana basale del
tubulo seminifero. Tale presenza indica una prdivabidel 50% che il testicolo
sviluppi un tumore invasivo entro 5 anni. Il CISnnpresenta caratteristiche di
differenziazione che ne determina la formazionetdeiore del testicolo definitivo,
ma la differenziazione avviene nel momento in eunéoplasia preinvasiva diventa
invasiva e infiltra l'interstizio. L’ipotesi piu a&ceditata sull'istogenesi dei tumori a
cellule germinali del testicolo e che tali neopdasieriverebbero da una cellula
germinale totipotente che, ad ogni divisione mittida origine, da un lato, ad una
cellula che prosegue nel processo di differenziezie determina la formazione di
spermatozoi ed una altra cellula che mantienerigteaistiche della cellula da cui ha
avuto origine. | processi di formazione del tumpossono interessare entrambe le
linee cellulari e determinare rispettivamente larfazione si tumori seminomatosi e
di tumori non seminomatosi. In questo secondo tasellula puo seguire due vie:
rimanere indifferenziata e dare origine al carcinoembrionale, oppure iniziare un
processo di differenziazione, che potra sviluppasguendo la linea cellulare
embrionale determinando al formazione di un terat@mteratocarcinoma, oppure
seguendo la linea extraembrionale, dando origiramab carcinoma o al tumore del
sacco vitellino. Come in tutte le forme neoplasticle alterazioni del genoma sono

importanti anche nella patogenesi del tumore dsticdglo. La presenza di un
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isocromosoma del braccio corto del cromosoma 12pi € costante in tutte le
neoplasie a cellule germinali, indipendentementelata tipo istologico. Nel 10%
circa dei casi in cui i(12p) non viene trovato,psi0 osservare su altri cromosomi
materiale genetico accessorio derivante da 12mleatemente, il dosaggio dei geni
localizzati su 12p e determinante per la patogedele neoplasie testicolari, tanto
che sono stati identificati molti geni candidaé tui DAD-R, efficace per prevenire
I'apoptosi. E interessante notare che i(12p) éer anche nelle neoplasie a cellule
germinali dell'ovaio, suggerendo che gli eventi gh@tano a questa alterazione
genica possono essere importanti nella patogenesecolare di tutti i tumori

germinali.”?”

Le cellule germinali neoplastiche del testicolosgmesecernono ormoni polipeptidici
e alcuni enzimi, che possono essere dosati nelusantali marcatori biologici
comprendono bi-fetoproteina (AFP), la gonadotropina corionica nmdHCG), la
fosfatasi alcalina placentare, 'ormone lattogefac@ntare e la lattico deidrogenasi

(LDH).

14



SCHEMA DELL'ORIGINE DEI TUMORI DEL TESTICOLO
A CELLULE GERMINALI
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Modificato da Gillenwater, Adul and Pediatric Urology , 2002 VITELLINO

Fig.4 - Schema dell’'origine dei tumori del testao

Seminoma

E il tumore germinale pit comune (50% dei casi) éedlassificato in tipico o
classico (85%9, anaplastico (10%) e spermatoc{f6). Non colpisce quasi mai
nell'infanzia, ha il suo picco di incidenza nellxza-quarta decade di vita in epoca
piu tardiva rispetto ad altri tumori a cellule génali e si associa con maggiore
frequenza al criptorchidismo. | seminomi generarasse voluminose, a volte di
dimensioni dieci volte superiore al testicolo nolendl testicolo si presenta, oltre che
ingrandito, di consistenza aumentata per la temsion
dell'albuginea.Macroscopicamente, il seminoma tipéccostituito di un nodulo o di

una massa che sostituisce in parte o totalmenfenénchima testicolare, nei
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confronti del quale presenta un netto piano diagiiio, ma non €& incapsulato.
semonima tipico si presenta coem una massa omageia@ao-grigiastra, lobulata
al taglio e senza stravasi emoraggici e quasi seng@nza aree di necrosi.
Generalmente, la tonaca albuginea non é interesshtprocesso, o solo nelle fasi
tardive, ,ma talvolta si ha coinvolgimento dell'@piimo, del funicolo o del sacco

scrotale.

Fig 5 Sezione istologica di tessuto testicolammsioma tipico

Microscopicamente (Fig 5), il seminoma tipico é titago da lamine cellulari
uniformi scarsamente demarcate in lobuli da finii <8 tessuto fibroso infiltrati da
una variabile quantita di linfociti T. La cellul@minomatosa appare aumentata di
volume, con forma variabile da tonda a poligonat®® membrana cellulare distinta,
citoplasma chiaro o simil acquoso, e un grande eaudentrale con uno o due

nucleoli prominenti. La quantita di mitosi & vaiiabgeneralmente € modesta, ma in
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alcuni casi possono essere in media 3pcv, in tab csi parla di seminoma
anaplastico. Il citoplasma contiene glicogeno ariav quantita. Le cellule del
seminoma tipico non contengonefetoproteina (AFP) o gonadotropina corionica
umana (HCG), per cui le cellule non si colorano wmmistochimicamente né per
AFP né per HCG, mentre contengono fosftatasi aaalplacentare (PLAP) ed
enolasi neuro-specifica (NSE), alcune cellule spasossono essere positive alla
cheratina. | livelli sierici di PLAP ed NSE cosigoono un marcatore importante per
il monitoraggio dei pazienti affetti da seminomaelNL5% dei casi di seminoma
contiene sincizio trofoblasti placentali, disposti piccoli gruppi. Caratteristica
comune di queste cellule e la loro capacita didpree, cosi come quelle placentali,
gonadotropine corioniche. In questo sottogrupppadienti, infatti, i livelli sierici di
HCG sono elevati, anche se non raggiungono illigeservati nei pazienti con corio

carcinoma.

Seminoma spermatocitico

Il seminoma spermaticitico € un tumore raro; rappnéa infatti I'1-2 % di tutte le
neoplasie testicolari germinali. L'eta media didrgenza e piu alta rispetto agli altri
tumori testicolari, gli individui affetti sono sp®s ultrasessantacinquenni. Tale
istotipo manca di ogni correlazione con il criptudismo; nonostante la
denominazione il seminoma spermatocitico non hanalccorrelazione istologica,
morfologica e clinica con il seminoma tipico; éauneoplasia a lenta crescita che
raramente da luogo a metastasi. Macroscopicamigrgeminoma spermatocitico
tende ad essere di dimensioni maggiori rispettgeahinoma classico e al taglio

by

presenta una superficie di colore giallo pallido. genere e formato da tre
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popolazioni cellulari:1) cellule di media grandaz5-18u), con nucleo tondo e
citoplasma eosinofilo; 2) piccole cellule (6-8upncuna rima sottile di citoplasma
eosinofilo, simile agli spermatociti secondari;)ec8llule di grandi dimensioni (50-
100u) mono e multinucleate. In alcune cellule @de dimensioni, I'aspetto della
cromatina e simile a quello delle cellule spermiéitabe non neoplastiche in fase di
meiosi (cromatina spiraliforme). | caratteri istgici ed ultrastrutturali del seminoma
spermatocitico fanno ritenere che questo istotiproduca cellule con caratteri
dell’epitelio germinativo, coincidenti anche conespatociti di secondo ordine e

con spermatidi da cui deriva il nome seminoma sp&yaitico.

Carcinoma embrionale

Il carcinoma embrionale insorge preferenzialmerdel 0-30 anni; € il tumore piu
frequente dopo il seminoma. Nella forma pura raggméa piu del 60% dei NSGCT;
sSpesso perd si pud presentare come componentemdritumisti (45% di tumori
germinali). E una neoplasia a rapida crescita cle¢astatizza per via ematica e
linfonodale, al momento della diagnosi il 60% datienti ha ripetizioni a livello dei
linfonodi para-aortici, del fegato e dei polmoniccasionalmente il riscontro e
ginecomastia. Il carcinoma embrionale e costituito cellule anaplastiche che
conservano notevoli potenzialita differenziativepetto agli altri istotipi. E una
neoplasia aggressiva, a rapida crescita e pocoseakibile. | caratteri macroscopici
di questo istotipo sono di dimensioni minori rigpedi seminomi, sono generalmente
noduli non incapsulati, di consistenza soffice €abre bianco- grigiastro al taglio.

La massa pu0 apparire variegata, con margini stars® demarcati e con aree di

necrosi e di emoraggia. L'estensione pu0 attravers tonaca albuginea verso
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I'epididimo o il funicolo. Allesame microscopicoil carcinoma embrionale e
formato da cellule che crescono formando strutiilveolari o tubulari, con aspetti,
talvolta, papillari. Si evidenzia la mancanza duttire ghiandolari con nuclei basali
e citoplasma apicale come accade anche per iteiratioe cellule hanno un aspetto
epitelio ide, anaplastico, con forma allargata, leiugpercromatici e nucleoli
prominenti. La presenza di cellule giganti e dufig mitotiche é frequente. L'esame
immunoistochimico permette di identificare cellslaciziali contenenti HCG, AFP o

entrambi.

Tumore del sacco vitellino

Conosciuto anche come carcinoma embrionario inéanti tumore del seno
endodermico, il tumore del sacco vitellinoy@¢lk sac tumor & la neoplasia piu
comune nei bambini di eta inferiore ai 3 anni. Nadulti la forma pura é rarissima,
si osserva con pil frequenza in combinazione coar¢inomi embrionari. E un
tumore a rapido accrescimento ed ha una resistaghaagenti chemioterapici
maggiore del carcinoma embrionale, rendendo al qusigpeggiore. All'esame
macroscopico il tumore non é capsulato, & un mouusezione omogeneo, di colore
bianco-giallastro, di consistenza variabile, diaamn necrosi ed emoraggie. Puo
avere piccoli spazi cistici a contenuto mucoidel'e8ame microscopico questa
neoplasia é caratterizzata dall’aggregazione sititolare, forma una rete di cellule
cuboidi o allungate di media grandezza. In circen&ta di questi tumori, si possono
osservare strutture simili ai seni endodermici-pcati Schiller-Duval. Il tessuto

presenta positivita immunoistochimica per AFP, clieratina e PLAP. La presenza
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della AFP nelle cellule tumorali & caratteristicaattolinea la loro differenziazione

in cellule del sacco vitellino.

Coriocarcinoma

Nella sua forma “pura”, il coriocarcinoma € il piaro tumore a cellule germinali di
cui costituisce 1'1%. Piu frequente €& la presenzafodolai di coriocarcinoma
nell’ambito di carcinomi embrionali e teratocaraima12%). Il picco di incidenza si
ha tra la fine della seconda e I'inizio della tedegcade di vita. Si tratta di un tumore
altamente maligno che metastatizza precocementeigpematica. Malgrado il suo
comportamento aggressivo, il coriocarcinoma puiddasnente appare con piccole
lesioni, per cui non determina un aumento di voluwteé testicolo e di manifesta
come piccoli noduli palpabili. All'esame macrosaapiappare come un piccolo
nodulo, con aree necrotiche ed emorragiche. Pdéchéescita delle cellule tumorali
e rapida, lirrorazione sanguigna diventa a vohsufficiente e talvolta, gia in
presenza di diffusione metastatica, al posto deblfio testicolare primitivo é
presente una piccola cicatrice fibrosa. All'esaniernscopico € possibile osservare
due tipi cellulari: le cellule del citotrofoblastmn citoplasma abbondante eosinofilo

e ricco di vacuoli; e le cellule del sinciziotrofabto che producono HCG.

Teratoma

La definizione di teratoma si riferisce ad un gripdi tumori con diverse
componenti cellulari o tissutali derivanti dai tfeglietti embrionali ectoderma,

mesoderma ed endoderma. La forma pura &€ comunattagiti e nei bambini (40%);
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negli adulti la forma pura é solo il 2-3 %, mergrpiu frequente in associazione con

altri tipi istologici (45%).

Macroscopicamente il teratoma puo essere moltonvioloso; il testicolo appare di
forma irregolare, di consistenza eterogenea dowlka presenza di differenti
componenti cellulari. Poiché questo istotipo si pome di diversi tessuti, I'aspetto e
eterogeneo, con aree solide, talvolta cartilagmeistiche. Le necrosi e le emoraggie

SOono rare.

Microscopicamente si distingue una forma di teratamaturo ed una immatura a
seconda che la differenziazione e la distribuzideievari tessuti che compongono la
neoplasia corrispondano a fasi precoci o tardivio deviluppo embrionale. Nel
teratoma maturo i tessuti piu spesso riconoscdaifio I'epitelio squamo-cellulare,
guello pseudo stratificato e muciparo, il tessutotiagineo e quello muscolare
liscio. Nella forma immatura i tessuti hanno unaompleta differenziazione,
presenza di mesenchima indifferenziato, di stratapiteliali, di muscolo striato e di
neuro epitelio. Nel testicolo dell’adulto € rarovtare la forma matura, generalmente
sono mescolati aspetti diversi. Raramente nel stmtgel teratoma puo svilupparsi
un processo neoplastico maligno aggiuntivo a catiicano dei suoi componenti

tissutali.

Tumore germinale misto

Circa il 60% dei tumori testicolari e costituito gdal di uno dei tipi istologici “puri,
vengono chiamati tumori germinali misti. La piuduente combinazione (14% dei

tumori germinali) € quella tra carcinoma embriondératoma, tumore del sacco
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vitellino e sincizio trofoblasto. Alla combinaziongi carcinoma embrionale e
teratoma si da il nome deratocarcinomala prognosi € in parte influenzata dai
singoli tipi istologici; da cio deriva I'estrema puartanza che ha l'individuazione
precisa ed esatta dei diversi istotipi che compaonda neoplasia e la loro relativa

percentuale.

Tumori non a cellule germinali del testicolo o tuma dello stroma e dei

cordoni sessuali.

Questo tipo di tumori originano dalle cellule dedyiding, dalle cellule del Sertoli o
da una comune cellula indifferenziata progenitrigeconseguenza si hanno tumori a
cellule di Leyding, tumori a cellule del Sertolyntori a cellule della granulosa,
tumori che sono una mescolanza di tutti questidgliulari e tumori dello stroma
gonadico indifferenziato. | piu frequenti sono mtori a cellule del Leyding, ma nel
complesso sono rari. Questo tipo di tumori puo lige® in qualsiasi eta e sono

benigni nel 90% dei casi, I'unico indizio di maligné dato dalle metastasi.

Tumore a cellule del Leyding o tumore interstiziale

Il tumore delle cellule del Leyding o tumore dedkdlule interstiziali o Leydingioma
puo insorgere a qualsiasi eta, sebbene la maggite gei casi sia stata riportata tra i
20-60 anni. E un tipo di neoplasia particolarmenteressante perché pud secernere
androgeni o combinazioni di androgeni ed estrogemigddirittura corticosteroidi, di
conseguenza la diagnosi puo essere fatta in segjlétmanifestazioni ormonali. Nei

bambini le caratteristiche cliniche dominanti somppunto, rappresentate dagli
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effetti ormonali che si manifestano sotto formapdberta precoce, rapida crescita
scheletrica e sviluppo dei caratteri sessuali sgmonNell'adulto si manifesta con
tumefazione testicolare e ginecomastia. Macroseopénte e formato da noduli di
diametro di circa 5¢cm. Al taglio si presenta omagee di colore bruno-dorato. Dal
punto di vista istologico le cellule tumorali de¢yding sono simili all’istotipo

normale dal quale derivano.

Tumori a cellule del Sertoli o androblastoma

Questo tipo di tumore € molto raro e costituiscenandell’1% di tutte le neoplasie
testicolari. Il 30% di questa neoplasia si oss@&ei&a prima decade di vita. Il tumore
a cellule del Sertoli pud essere costituito intexate da cellule del Sertoli (puro),
oppure presentare una componente a tipo cellula deanulosa. Alcuni tumori

determinano modificazioni endocrinologiche nellauna in cui possono produrre sia
estrogeni che androgeni, ma solo raramente in tg@antale da causare una
mascolinizzazione precoce; occasionalmente neltadusi puo verificare

femminilizzazione con ginecomastia.

All'esame macroscopico il tumore si presenta coneegh noduli con superficie
omogenea da grigio-biancastra o giallastra. Miape@amente, si pud riscontrare

un aspetto tubulare (adenoma tubulare), a celidaté stromali 0 misto.

Tumore a cellule della granulosa

Questo tumore ha due varianti: la forma dell’ad@dtta forma giovanile, entrambe
generalmente benigne. La variante dell’adulto eegsimente rara, mentre la forma

giovanile & pill comune nel neonato. E una neoplséapuod insorgere in pazienti
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con criptorchidismo o con disgenesia gonadica. bsmmpicamente € un tumore
circoscritto di colore grigiastro con cavita cisic Istologicamente puo avere aspetto

follicolare, solido o misto.

Tumore misto a cellule germinali stromali

Sono tumori estremamente rari. In questa categoeidra il Gonadoblastoma.
Questa neoplasia nonostante insorga in una goniagangtica o criptorchide, puo
colpire anche il testicolo normale. | pazienti #ffespesso hanno malformazioni
congenite come ipospadia, testicolo ritenuto olibzazione ectopica degli organi
sessuali. Allesame microscopico questo tumore stitoito da nidi di cellule

rotondeggianti con citoplasma vacuolato, circonddae cellule del Sertoli, della

granulosa o del Leyding.

Linfoma del testicolo

La maggior parte del linfoma del testicolo corrisge alla manifestazione locale di
un linfoma generalizzato sebbene sia riconoscigsistenza di un linfoma entra
nodale localizzato al testicolo. Sia nella formangiva che in quella secondaria il
linfoma costituisce la piu comune forma di tumagsticolare nelluomo al di sopra
dei 60 anni. Macroscopicamente il testicolo si rfesmta di dimensione aumentata, al
taglio € di aspetto compatto, giallastro, di caesiza soffice e soda. Istologicamente
si distingue dai tumori a cellule germinali perdastante proliferazione cellulare
interstiziale, con ampliamento dell'interstizio enctipica persistenza dei tubuli

seminiferi.
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CRIOCONSERVAZIONE

La crioconservazione € volta a preservare in leitspermatozoo sospendendone in
modo reversibile le attivita biochimiche. Le ceflulviventi esposte a basse
temperature subiscono danni irreversibili che nenmartano la morte. In
criobiologia, per superare tali problematiche, gilizzano crioprotettori che
esplicano la loro azione durante il congelamentdaifitando I'ambiente intra ed
extracellulare, evitando la formazione di cristdilighiaccio intracellulare e lo stress
osmotico. Esistono diversi terreni adatti alla cooeservazione, tutti hanno lo scopo
di preservare lo spermatozoo dalla disidratazida#;/aumento della concentrazione
di sali intracellulari, ottimizzando I'osmolaritaen fluidi extracellulari (glicina,
saccarosio e citrato); salvaguardare l'integregladmembrana cellulare, soprattutto
nella parte lipoproteina (tuorlo d’'uovo e il glicks). *®!

La criconservazione del liquido seminale attualraedtrivolta ai pazienti: pazienti
che devono sottoporsi a trattamenti medici o ¢biail potenzialmente in grado di
indurre sterilita, uomini che si sottopongono entehe chirurgiche (TESA, TESE)
per il recupero degli spermatozoi dal testicolo arcedere a tecniche di
fecondazione assistita. In particolare la criocoresgone e diventata una tappa
fondamentale per i pazienti oncologici che si gmitggono a chemio- radioterapia. |
progressi nella terapia antineoplastica e le téenall'avanguardia nel campo della
fecondazione assistita hanno consentito nuove lpbgsriproduttive per il maschio
infertile e, quindi, la crionservazione del sem@&rgone anche per i pazienti con
qualita del liquido seminale gravemente alterdta ©on avrebbero avuto nessuna
possibilita di fecondare in epoca ICSI (Intracyasphatic Sperm Injection). E

doveroso da parte dell’oncologo informare il patemeoplastico della possibilita di
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congelare il seme in caso di terapie che possoterdein maniera transitoria o
permanente la capacita fecondante; e altrettanporii@nte che la crioconservazione
sia effettuata prima dell'inizio di qualsiasi tel@apche potrebbe compromettere
I'integrita del DNA cellulare.

In caso di patologie neoplastiche testicolari gfipdo finestra” utile ad una corretta
crionservazione e tra l'intervento di orchiectoreibinizio del trattamento chimico o

radiante.

ANDROGENI E RECETTORE DEGLI ANDROGENI NEL CONTROLLO
DELLA SPERMATOGENESI.

Il testicolo e sotto il controllo endocrino dellergadotropine FSH ed LH, e quello
paracrino di fattori locali (FIG 6). L'FSH regola funzioni delle cellule del Sertoli,
legandosi a specifici recettori di membrana, arsghaon € esclusa una azione diretta
sugli spermatogoni, sui quali sono stati trovatisie specifici di legamelLa cellula
del Sertoli non presenta siti per I'LH, mentre pede il recettore nucleare del
Testosterone nonché i recettori per altri fattodteici e steroidei (insulina, IGF-1,
acido retinoicoB-endorfina) che ne modificano lattivitd. L'LH stwta le cellule di
Leydig, regolandone [lattivita steroidogeneticalivielli intratesticolari di T, che
nell'uomo sano sono circa 100 volte quelli plasmatsono importanti per la
regolazione della spermatogenesi. Il T ha effetfiescellule del Sertoli, mentre non
ha azioni dirette sulle cellule germinali. Sebbenetenga che I'FSH abbia un ruolo
nei primi stadi meiotici della spermatogenesi edl ihegli ultimi stadi, non si

conosce se e con quali meccanismi questi ormoergigzzano nel controllo della
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spermatogenesil’importanza del T nella regolazione della spermateesi é
confermata dal fatto che mutazioni puntiformi o iparfismi della regione
poliglutammica del recettore degli androgeni checompromettono la funzionalita
sono associate ad infertilita maschile.

L’induzione, lo sviluppo e il mantenimento di unarmale spermatogenesi sono
dipendenti dal corretto funzionamento dell’assetaf@no-ipofisi- testicolo. Il
testosterone e il suo prodotto-Bdotto, il DHT, svolgono una azione importante
sulle cellule del Sertoli. Le azioni biologiche tlegndrogeni sono mediate del
recettore degli androgeni (AR) membro della supeidéia dei recettori nucleari
insieme a diversi co-regolatori (co-attivatori erepressori). AR agisce come fattore
di trascrizione dipendente dal ligando. Si ritiehe gli androgeni siano presenti solo
sulle cellule del Sertoli, anche se evidenze suggamno la presenza anche a livello
degli spermatogoni e spermatociti, e forse ancheeltule spermatogeniche piu
mature. Gli androgeni possono mediare effetti netléule del Sertoli attraverso una
via non recettoriale; gli androgeni possono pragludiversi effetti metabolici in

diversi tipi cellulari indipendentemente dalla r@zone AR-DNA.
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Gli androgeni
La spermatogenesi richiede I'azione di peptidi mami steroidei, ognuno dei quali
ha un ruolo fondamentale nel normale funzionamdetbepitelio seminifero. Questi
messaggeri ormonali sono importanti per la regotazidello sviluppo delle cellule
germinali maschili e per la proliferazione e laZiome di cellule somatiche richieste
per il corretto sviluppo del testicolo. Queste wellincludono le cellule del Leyding,
la cui funzione primaria € la produzione di testoshe; le cellule mioidi, che
circondano i tubuli seminiferi provvedendo al suppofisico e al movimento
contrattile di queste strutture; e le cellule dett8li, che hanno contatto diretto con
le cellule germinali all'interno del tubulo semimib,sono essenziali nel fornire

supporto fisico e nutrizionale durante la spermanesi.
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La funzione degli androgeni e del loro recettore $dR0 essenziali per un corretto
differenziamento sessuale e per il mantenimentda debrmale spermatogenesi.
L’attivita di AR e regolata dal T e DHT che si legaal recettore determinandone

una traslocazione nucleare e l'inizio della fun&ah regolazione della trascrizione.

Il recettore degli androgeni
Il recettore degli androgeni (AR) € una proteinaacellulare codificata da un gene a
singola copia localizzato sul cromosoma Xqllil)ene € composto da 8 esoni
divisi da 7 introni e si estende per circa 75-90klgene codifica per un fattore di
trascrizione che appartiene alla superfamiglia fdétiori di trascrizione steroidei

ligando-attivati (Fig 7).
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Fig.7 - Rappresentazione del gene di AR e deltdema codificata.
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L’esone 1 codifica per il dominio N-terminale traasivante TAD, gli esoni 2-3 per
il dominio centrale DNA-binding (DBD) e gli esoni8per il dominio C-terminale
legante I'androgeno (LBD). L’attivita trans attivanrichiede l'interazione tra i
domini TAD e LBD e I'azione di co-attivatori tra icil piu importante € p160/SRC,
di cui TIF2 interagisce con i domini TAD e LBD ercaCBP/p300 si lega al
promotore dei geni bersaglio di AR, aumentandondufezione trans- attivante.
Alterazioni della funzione di AR sono responsabiilla sindrome di insensibilita
agli androgeni (AIS). Gli androgeni sono ormonirgigei essenziali per lo sviluppo
e la funzionalita degli organi sessuali maschiler da gametogenesi, per il
manifestarsi dei caratteri sessuali secondari nilagcper il metabolismo generale
dell’organismo. Mutazioni del gene per il recettarglrogenico possono comportare
una completa perdita di funzione della proteinaettece che si manifesta come
pseudoermafroditismo maschile (AIS). Mutazioni dehe di AR che alterano
fortemente la funzione del recettore determinan® Abmpleta, caratterizzata da
femminilizzazione completa di un individuo genatgamente maschio (CAIS).
Mutazioni che non alterano del tutto la funzioneA& determinano AIS parziale
(PAIS) ovvero i pazienti affetti presentano varadj di ambiguita genitale. Una
disfunzione di AR minima determina alterazione alelpermatogenesi senza altre
anomalie nelle caratteristiche sessuali maschioms@arie. Per il recettore degli
androgeni sono state descritte piu di 300 mutazpiegando il 2% dell'infertilita
maschile; di queste 23 sono localizzate nel domtrems-attivante. A livello di
questo dominio, nell’esone 1, il recettore presehua siti polimorfici caratterizzati
da un diverso numero di ripetizioni CAG e GGC chetedminano differenti

lunghezze di tratti poliglutamminici e poligliniciel frammento N-terminale del
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TAD. Queste triplette sono causa di un tipo di rnigtae particolare definita
dinamicapoiché 'aumento del numero di triplette comportea wostante tendenza
all'espansione ( cui il nhome mutazione dinamicagastituisce un elemento di
instabilita grave del materiale genetico. Questaamiane sembrerebbe avere un
ruolo nel modulare la funzione e , quindi, la skitisa del recettore dell’androgeno.
La lunghezza del “repeat” CAG e legata all'origietnica: 8-30 tra gli individui
bianchi americani, 8-39 tra gli europei e 11-31giiasiatici. Nel soggetto normale il
numero di triplette CAG varia da 10-35 (media 2)-23n elevato numero di
ripetizioni CAG sembra determinare una ridottavagitrascrizionale dell’AR sia in
vivo che in vitro. Una espansione delle triplettgeriore a 40 “repeat” determina
atrofia muscolare spino bulbare (SBMA) o “SindrodieKennedy”, patologia con
anomalie endocrinologiche quali atrofia testicolarscarsa virilizzazione. Piu del
50% degli individui affetti da questa sindrome gr&@sno una alterazione della
spermatogenesi, dalla severa oligozoospermia afigizermia. Dati in vitro
dimostrano una correlazione inversa tra la lunghedelle ripetizioni CAG e la
funzione di AR: I'espansione di CAG causa diminumadineare della funzione trans
attivante del recettore. Un numero basso di rip@tizCAG € associato al tumore
della prostata. Numerosi studi condotti su uominiSthgapore, Australia, nord
America e Giappone indicano che i “repeat” CAG piaghi sono associati ad
alterata spermatogenesi, confermando l'ipotesiodietazione inversa tra lunghezza
del tratto poligluttaminico e la funzione di AR.u€sti risultati non sono in accordo
con studi condotti sulla popolazione europea. &wehal. suggerisce che un aumento
della lunghezza del “repeat” CAG potrebbe interéesull’'interazione tra il dominio

N-terminale e il co-attivatore p160, dimuendo Raté trans attivante del recettore.
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Gli interferenti endocrini (EDCS)

Gli interferenti endocrini ( Endocrine Disruptingp@pounds- EDC) (Fig 9) sono
sostanze che mimano gli ormoni endogeni. La deéin&z classica universalmente
accettata é la seguenteina sostanza esogena che interferisce con la prodezil
rilascio, il trasporto, il metabolismo, il legamdazione o I'eliminazione degli
ormoni naturali dell’organismo responsabili del manimento del’omeostasi e
della regolazione dei processi di sviluppo”.

Gli EDC sono un gruppo eterogeneo di sostanze asaggratterizzate dalla capacita
di interferire con il funzionamento del sistema @tritho, causando effetti dannosi su
un organismo o sulla sua progenie. La riproduzierie sviluppo pre- e postnatale
sono le fasi biologiche piu sensibili agli effeethdocrini degli EDC. Gli effetti
indesiderati degli EDC finora osservati, medianitelsn vivo ein vitro sono:

« compromissione della capacita riproduttiva

» presenza di difetti morfologici o funzionali allastita

e sviluppo di neoplasie

» alcune alterazioni del sistema immunitario e &ftietti.

Le ricerche finora condotte nel campo degli intenfél endocrini hanno dato risultati
che portano a cinque conclusioni principali:

1. i distuttori endocrini sono un gruppo di contamingiersistenti e
bioaccumulanti che si ritrovano all’interno di nuose classi di sostanze
chimiche

2. l'esposizione dell'uomo a queste sostanze e ulagait

3. i livelli di esposizione sufficienti a causare ot e significativi effetti a

livello fisiologico non sono molto elevati
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. tutti i sistemi ormonali finora esaminati sono tiati sensibili alla distruzione
endocrina

. I'esposizionein uteroa un numero crescente di sostanze chimiche ha avut
un grosso impatto sullo sviluppo producendo risultesibili precocemente

alla nascita o tardivamente in eta adulta.
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Classificazione degli EDC

In linea generale & possibile raggruppare questposti in cinque categorie
principali:
1. farmaci o estrogeni sintetici (es. B7estradiolo o I'estrogeno sintetico
dietilstilbestrolo- DES)
2. pesticidi, a loro volta distinguibili in organo fosici; carbammati; piretoidi
sintetici; organo clorurati
3. plastificanti e prodotti derivanti dalla combustodel PVC, ma anche della
carta e delle sostanze putrescibili, come le dies@tig 9)
4. sostanze di origine industriale
Sono stati dimostrati effetti estrogeno-simili (siavivo siain vitro) anche per alcune
sostanze naturali (incluse alcune micotossine)ermalmente presenti in diverse
componenti della dieta.
Queste sostanze possono essere classificatebaa#alella loro origine:
1. naturale (fitoestrogeni ed estrogeni)
2. sintetica, ulteriormente suddivisibili in:
» estrogeni sintetici (farmaceutici-dietistilbestroilodustriali)
* antiestrogeni sintetici(farmaceutici-tamoxifen; ustriali-diossine)
Gli EDC hanno un carattere lipofilo per questo poss diffondere attraverso la
membrana plasmatica, legare eventualmente i recgto gli ormoni steroidei e
accumularsi a livello del tessuto adiposo.
Negli ultimi decenni si € assistito allaumentalihcidenza di tumori testicolari e
ad un aumento delle anomalie a carico del trafpwoduttivo maschile, quali

criptorchidismo e ipospadia. Secondo alcuni aigiosarebbe manifestato un declino
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nella qualita del liquido seminale e un decremen@la concentrazione di
spermatozoi per eiaculato.

Sharpe e Skakkebaek (1993) hanno avanzato l'ipatlesi questi cambiamenti
possano essere stati causati da un aumento dib IdieEDC ad azione estrogeno-
simile nellambiente. Potrebbe esserci una ezialagpmune alla base di tutte le
anomalie osservate: tumore del testicolo, criptidismo, ipospadia e scarsa qualita
del liquido seminale.

La suscettibilita del testicolo agli effetti negatidovuti ad un aumento degli
estrogeni risiedono negli effetti di questi ormanilo sviluppo e la funzione delle
cellule del Sertoli nel testicolo fetale. FSH(orrediollicolo stimolante) stimola la
proliferazione e la funzione delle cellule del Bkt regola la secrezione
dell’ormone antimulleriano ed é responsabile,maschi, della regressione dei dotti
mulleriani. Una diminuizione nella secrezione diH-8ausata da un aumento di
estrogeni nel circolo materno-fetale puo avereftette negativo sulla proliferazione
delle cellule del Sertoli e sulla secrezione deflione antimulleriano. Livelli
anomali di FSH pare possano portare a differepitidi condizioni intersessuali o al
criptorchidismo, dato il suo ruolo nella fase addwate della discesa testicolare.
Evidenze sperimentali suggeriscono che I'ormon@rarlieriano controlli anche la
divisione delle cellule germinali primordiali: sear quantita di tale ormone
causerebbe I'abnorme proliferazione di cellule geath e , quindi, determinerebbe
lo sviluppo, in eta adulta, di carcinomisitu.

FSH controlla la moltiplicazione delle cellule d&trtoli che avviene principalmente

durante la vita fetale fino alle prime fasi delit|ammeonatale. Ogni cellula del Sertoli
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puo nutrire un numero limitato di cellule germinaditerminandone lo sviluppo verso
lo stadio di spermatozoo maturo.

Gli eventi importanti nello sviluppo testicolarecadono precocemente quando
I'incremento nei livelli di estrogeni circolanti heangue materno non ha ancora
avuto luogo. Un aumento nei livelli basali di egiai in questa fase puo avere un
effetto negativo sullo sviluppo dell’'apparato riguitivo.

Nello stesso lavoro, Sharpe e Skakkebaek hanrmiitio I'ipotesi della esposizione
ad un eccesso di estrogeni esogeni materni dulanita fetale. Tale ipotesi postula
che un aumento della incidenza di anomalie a calétdratto riproduttivo maschile
potrebbe essere determinata dalla esposizione temjesi esogeni della madre in
utero. Nello stesso anno Colborn et al., affermeim® condizioni sfavorevoli dello
sviluppo prenatale possono essere associate aiisiz®ne in utero a interferenti
endocrini (Endocrine Disruptors-EDCs). Questi duali pongono l'attenzione sulla
possibile relazione tra EDCs e disordini del tragemitale maschile ( tumore del
testicolo; criptorchidismo; ipospadia ed altergiarsmatogenesi) noti come Sindrome
di Disgenesia Testicolare (TD$Y”

Tra gli EDCs , i pesticidi organoclorurati e i idrobifenili (PCBs) sono lipofili e
inquinanti organoclorurati persistenti, sono amp@ate usati nel settore industriale e
dei prodotti sin dagli anni '70. Questi compostinmano I'azione degli estrogeni nella
misura in cui si legano al recettore estrogenicone® determina un effetto
antiandrogenico. A causa della forte persistendanmdiente, questi composti sono
contaminanti ubiquitari. La popolazione & espostpe@sti composti principalmente

attraverso ingestione di cibi di origine animalemne carne e pesce, prodotti caseari.
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Fig.9 - Struttura chimica di alcune principali disine

Pesticidi organo clorurati

| pesticidi organoclorurati sono di particolareeirgsse perché includono un pesticide
sintetico di moderna produzione: DDT. Il DDT, oggetato in molti paesi del
mondo, era di uso commerciale in molti paesi indaistzati come per esempio
negli USA tra il 1945 e il 1973. Come conseguengiadivieto, il dosaggimel siero
del DDT e del suo metabolita primaria,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etilene
(p,p’- DDE), € diminuito nella popolazione US inghd decenni. Il DDT mina
I'azione degli estrogeni legandosi al recettorelidegtrogeni, mentre il p,p’- DDE é

stato dimostrato che si comporta come antagonista.

Molti studi hanno dimostrato la relazione tra viello sierico del DDT, del DDE e il
criptorchidismo®” | ma nessuno ha riportato dati statisticamenteifgigtivi.
Risultati negativi sono stati riportati in tre stud cui si &€ studiata una possibile
relazione tra DDT/DDE e lipospadi&’>? Nel complesso questi risultati non

dimostrano una associazione tra I'esposizione RI/DDE e anomalie congenite
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del tratto genitale maschile- Sindrome di DisgemeBesticolare (TDS). Due dei
disordini della sindrome di disgenesia testicolalégrata spermatogenesi e tumore
del testicolo, che si manifestano in eta adultastnamo un legame con i livelli sierici
di DDT. Studi condotff*3¥ sulla qualita del liquido seminale hanno dimosticte

un decremento della concentrazione spermaticaa daditilita e/o della morfologia
nemaspermica potrebbe essere associato alla espes&z DDT/DDE. Per il tumore
del testicolo sono stati condotti solo due studicii non é stata trovata una

associazione tra i livelli sierici del DDE e l'ing®nza della patologia neoplastica.

(35]

Clordani

Il clordano € un insetticida ciclodiene metabolipzin ossiclordano, consiste di piu
di 40 isomeri compresi itis-clordano,trans-clordano, cis-nonaclordano drans
nonaclordano, sono strettamente associati corlddiene e con I'eptacloro (IARC,
2001). L’'associazione degli isomeri del clordanm da Sindrome di Disgenesia
Testicolare (TDS)non e stata ampiamente studiata cosi come pddT/DDE. Due
studi hanno valutato una eventuale relazione tggtacchidismo e livelli sierici di
clordano: Hosie et al., (2006 hanno esaminato i livelli di residui di clorurati
nell'adipe di uomini non trovando associazione, treemell’altro studio del 2006
Damgaard et al®® hanno valutato i livelli di clorurato nel latte teeno di donne
con figli con testicoli criporchidi, trovando unassaciazione statisticamente
significativa. Nel complesso questi studi suggemsc che tutti gli isomeri del
clordano potrebbero avere una associazione casctio di criptorchidismo. Una

associazione tra TC e livelli sierici di clordanstata trovata in uno studio del 2003
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51 condotto su una popolazione svedesello stesso gruppo di studio sono stati
dosati i DDE. Coerente con l'associazione di questiadio, i livelli di cis-
nonaclorano sono significativamente elevati in uoraffetti da tumore del testicolo,
in particolare nei seminomi; le madri di questiipai presentano livelli piu alti di
cis-nonacloranotrans-nonaclorano e di clorani totale, rispetto alledmael gruppo

di controllo. I livelli di DDE, invece, sono sigmntativamente piu elevati solo tra le
madri di pazienti con tumori non seminomatoso. kcoanismo che potrebbe
spiegare l'associazione clordano- rischio di tumded testicolo € ancora poco
chiaro. Il clordano non ha un ruolo estrogenico, poérebbe avere un ruolo sul

%71 Inoltre, il

metabolismo epatico degli estrogeni secondo stoddatti sui top
clordano potrebbe agire come agente androgenibendp I'azione della aromatasi,
e come antagonista del recettore estrogemit@otrebbe regolare negativamente gl
effetti sulla espressione della aromatdéi. L'agenzia Internazionale della Ricerca
sul Cancro (IARC, 2001) ha classificato il clordamome possibile agente
cancerogeno. Qualunque sia il meccanismo é stai@anona associazione del
clordano con il seminoma, ma non con i tumori nemisomatosi, compatibile con il
trend di aumento del tumore del testicolo in USA: la percentuale di seminomi
aumenta, mentre la percentuale di tumori non semaosi sembra rimanere
costante. Se il DDE e associato con entrambe haefati tumore e i livelli sieri di
DDE diminuiscono nella popolazione, la tendenzaceadhe il contributo di DDE
all'insorgenza del TC ha un picco. |l clordano &astusato nei passati 15 anni come

sostituto del DDT vietato dalla legge, per cuvelli del clordano sono piu alti del

DDE nella popolazione. L’'associazione specifica diglrdano con il rischio di
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insorgenza di un seminoma potrebbe spiegare iltireom incremento della

percentuale di seminomi.

Policlorobifenili (PCB)

| PCB (Fig 10) sono una classe di composti sioitgpersistenti, lipofili e alogenati

ampiamente usati nei settori dell’industria e dedotti prima che la loro produzione
fosse proibita negli US negli anni’ 70. Come riatdtdel loro ampio uso e della loro
persistenza, i PCBs sono contaminanti ambientadjuilari; sono distribuiti su scala

mondiale; sono stati misurati nell’aria, nelle aegnei sedimenti marini, nel pesci e
nella fauna. Inoltre i PCBs si concentrano e siseovano a livello del tessuto
adiposo nelluomo. La popolazione & esposta inmzagite attraverso I'ingestione di
cibo contaminato ( carne, pesce, e prodotti casaend i PCBs sono presenti a piu
livelli della catena alimentare. Come risultatolaébro persistenza e ubiquitarieta, i

PCBs sono stati rilevati nel siero della maggiatgdella popolazione USA.

In uno dei primi studi sulla esposizione ai PCBuualita del liguido seminale, Bush
e i suoi collaboratori (1986) hanno riportato cligelli di plasma seminale dei PCBs
153, 138 e 118, sono inversamente collegati candélitd spermatica, ma solo in
pazienti con concentrazione seminale inferiore anfloni/ml. In un lavoro piu

recente svolto nel Paesi Bassi, Dallinga et*dl.hanno studiato uomini che si sono
recati con le loro compagne in un centro di inféggti Basandosi sulla

concentrazione della motilita spermatica progresdianno identificato un gruppo di
pazienti con buona qualita seminale (gruppo 1) egmppo con qualita scarsa
(gruppo 2). Al contrario di quanto ci si aspettdsasomma dei PCBs sul plasma

seminale del gruppo 1 é piu alta rispetto al gouppAll'interno del gruppo 1 é stata
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notata una associazione inversa tra livelli siatid?CBs, concentrazione spermatica

e motilita progressiva.

I PCB; come il BENZEMNE ed il BIFENILE, sono una classe Cl
di sostanze caratterizzate da un'alta solubilita nei grassi.

0  C

BENZENE BIFENILE PCE

Fig.10 - Struttura chimica di alcuni PCB

Meccanismo d’azione degli EDC

Gli interferenti endocrini sono un gruppo di sog®na differente struttura
chimica,che determinano tossicita agli animali ku@ino, attraverso meccanismi
d'azione diversi: interazione positiva o negatiga crecettori per gli estrogeni (ER)
e per gli androgeni (AR); alterazione della biossintdegli ormoni sessuali tramite
meccanismo di feed-back sull'asse ipotalamo-ipgfisiadi; azione interferente
sull'attivita degli enzimi preposti al metabolisnuegli stessi. La loro azione
interferente puo essere esercitata:
* mimando l'azione di ormoni sessuali, estrogd androgeni;
* esercitando azione agonista o antagonistiiante interazione con i recettori
per gli estrogeni e per gli androgeni (AR) dlizzati a livello della membrana
plasmatica e del nucleo;

» modificando i livelli di ER ed AR, a livelloutleare e di membrana plasmatica;
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» alterando la biosintesi e il metabolismo degihoni steroidei (Tab 2)
Alcuni EDC mostrano spiccata attivita estrogenigeentre altri agiscono tramite
un‘attivita androgenica, causando rispettivamentdfettie antiandrogenici
(femminilizzazione) ed antiestrogenici (mascoliaizione). Gli EDC estrogenici
(BPA, DDT) agiscono interferendo con il classicahpeay dell'ormone steroideo: si
legano, pertanto, al recettore estrogenico (ER) gbmdi, dimerizza (ERo; ERBp;
ERop) e il complesso EDC-recettore formatosi, si leda DANA, attivando
I'espressione dei geni coinvolti nella rispostddgca (Figl12).
Altri EDC invece, esplicano una attivita antieseoga (come il farmaco
antitumorale ICI-182,780), antagonizzando od indmeni processi estrogeno-
dipendenti nelle cellule target (Navas, 1998). Hlwvita puo essere mediata tramite
la via del legame al recettore ER agendo da antstjonparziale agonisti. Una tale
variazione di risposta biologica e correlata afeddnte pattern di espressione dei
recettori ER ¢ e/o B) nei diversi tessuti e organi. Inoltre, uno ste&€aC puo
comportarsi sia da agonista (come l'antitumoraheotafene nell'osso e nell'utero)
che
da antagonista (tamoxifene nella mammella), inzietee al tessuto target e cio,
presumibilmente, a causa del coinvolgimento digna co-attivatrici ad espressione
tessuto-specifica.
Gli EDC androgenici agiscono mediante legame con ieBettore intracellulare per
gli androgeni (testosterone e diidrotestosterom@partenente alla famiglia dei
recettori nucleari. In seguito al legame con I'EBCforma un complesso EDC-AR

omodimero che trasloca nel nucleo dove agisce ctattere di trascrizione,
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legandosi al DNA. Il DDE, i metaboliti M1 e M2 délingicida vinclozolina e, in
minor misura gli ftalati, rappresentano i piu rentiagonisti del recettore AR.

Un particolare meccanismo e rappresentato da &;&#acloro-dibenzo-p-diossina
(TCDD), da alcuni policlorobifenili (PCB) e da idraburi poliaromatici (IPA). La
diossina agisce principalmente attraverso l'inieree con il recettore intracellulare
degli idrocarburi arilici o recettore arilico (AhRBradfield, 1991). Tale recettore é
un membro della famiglia delle proteine bHLH/PAS<gle Helix-Loop-Helix/ Per-
Arnt-Sim), noti regolatori trascrizionali, coinvolt nella detossificazione di
xenobiotici, e in particolare, nelle diverse risigoisiologiche tessuto-specifiche
indotte dalla diossina. Il meccanismo d'azione'id&drazione diossina-AhR e stato
ampiamente dibattuto e solo recentemente defillit@cettore AhR, a seguito del
legame con la diossina, entra nel nucleo e forma&tarodimero con una proteina
strutturalmente simile, conosciuta come translaeataicleare di AhR (ARNT). I
Complesso AhR/ARNT, associandosi a sua volta atttee ER libero e al
coattivatore p300, riconosce una sequenza specdtficNA nota come HRE
(Hormone Response Elements), corrispondente allarme enhancer/promoter per
un gene ormone-dipendente. L'interazione complessettoriale-DNA determina
alterazioni nella struttura della cromatina consaguente induzione del segnale di
transattivazione. In tal modo, viene facilitatactasso alla sequenza TATAbox del

promotore per I'avvio della trascrizione (Fig13).
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Fig.11- Meccanismo d'azione di EDC estrogenici mediatiebdtading al
Recettore ER

P

Fig.12 - Meccanismo d'azione della Diossina e deBRlioxin-like mediato dal
pathway AhR/ER
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Scopadel lavoro
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Gli androgeni sono essenziali per lo sviluppo, dntenimento e la funzionalita degli
organi sessuali maschili, per la gametogenesiil peanifestarsi dei caratteri sessuali
secondari maschili e, infine, per il metabolismoegrale dell'organismo.

Dalla letteratura si evince un importante ruolo ftori genetici e ambientali
nell'insorgenza della patologia neoplastica testico Ad oggi non €& stata ancora
identificata una forte associazione con i fattomb#entali che possa spiegare
l'aumentata incidenza di tumore del testicolo. DRHti in letteratura si puo
evidenziare come la riproduzione e lo sviluppogpost-natale siano fasi biologiche
sensibili agli effetti degli interferenti endocrirstudi epidemiologici suggeriscono
una correlazione tra esposizione a specifici grapEDC e alterazioni riproduttive:
malformazioni dell’apparato riproduttivo, infertdi, aumentato rischio di tumore del
testicolo. Numerosi punti restano tuttavia ancaakliarire, tra questi i meccanismi
biologici alla base di tali correlazioni e gli eveali fattori di suscettibilita e/o di
rischio concomitanti, patologie potenzialmente asdwnli all'esposizione a EDC.

Il presente lavoro € uno studio caso-controllounho valutato la qualita del liquido
seminale di tutti i pazienti, ho estratto il DNAmgemico da sangue periferico e , con
uno studio molecolare, ho valutato il numero dplaite ripetute CAG in ogni
paziente. Ho analizzato la concentrazione di sa@stanquinanti organo clorurati
persistenti (POPSs), nel siero di pazienti affettitdmore testicolare e in soggetti di
controllo; cid per valutare se la concentrazionguisti EDC fosse associata con un
rischio di insorgenza della patologia neoplastiogarticolare, ho analizzatoplp
DDE che agisce come antagonista sul recettore degdliogeni, per questo motivo

ho valutato se la variazione nella lunghezza deimmofismo delle triplette CAG nel
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recettore di AR potesse influenzare il rischio wnbre testicolare associatomp

DDE.
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Materiali e Metodi
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Casistica

Per la realizzazione del mio progetto di ricercashlezionato 50 pazienti affetti dal
tumore del testicolo (TC, n=50) e 50 controlli (&50) che si sono presentati presso
il Laboratorio di Seminologia del Dipartimento diellicina Sperimentale - sezione
di Fisiopatologia Medica della Universita di Roma“Sapienza”.

Tutti i pazienti affetti da neoplasia testicolaones stati valutati dopo un mese dalla
orchiectomia. | controlli sono stati reclutati trgpazienti che si sono sottoposti
all'esame del liguido seminale per valutare lailf&at, sono pazienti esenti da
patologie neoplastiche o da TDS. Tutti i pazieatlutati sono uomini Caucasici di
eta compresa tra 18-45 anni e che non hanno metdesdtre neoplasie.

| campioni seminali sono stati raccolti in un antore sterile, tramite
masturbazione. Il sangue venoso (10mL) e statceyatd e raccolto in tubi di
silicone Vacutainer®. Entro 24 h dalla raccoltasdngue e stato centrifugato e il
siero congelato. A tutti i pazienti & stato chiedtarispondere ad un questionario
strutturato. Il questionario (Tab 3) include inf@moni demografiche, luogo di
residenza durante la vita pre post-natale e sthinéca ( alterazione della funzione
testicolare, presenza di difetti congeniti: criptodismo, ipospadia, traumi o
infezioni pregresse). Il questionario include angtfermazioni accurate sulla storia
lavorativa, stile di vita, fattori ambientali quasposizione a EDCs e hobbies. I
questionario € lo stesso sia per i pazienti corotendlel testicolo sia per i controlli,
ad eccezione delle domande sulla patologia neagaasi questionario include

informazioni prenatali ( peso alla nascita, mesigdstazione) e sul luogo di
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residenza e lavoro svolto dalla madre durantedasidanza. Tutti i pazienti sono stati
sottoposti a:
1. esame del liquido seminale
2. studio molecolare per valutare la lunghezza detatrpoliglutaminico nel
gene AR
3. questionario

4. dosaggio sierico dei PBCs

ESAME DEL LIQUIDO SEMINALE

| pazienti hanno raccolto il liquido seminale nsde masturbazione direttamente in
un contenitore sterile, dopo 3-5 giorni di astirenzesame del liquido seminale mi
ha permesso di valutare le variabili seminali itti tusoggetti in esame. | campioni
seminali sono stati lasciati fluidificare per 60nma 37°C e poi esaminati in accordo
con il World Health OrganizatiofWHO 1992; 1999) Sono state prese in
considerazione le seguenti variabili : volume (mlpH, concentrazione
nemaspermica/ml (n x 0nl), concentrazione nemaspermica/eiaculato (n %, 10
motilita rettilinea (%), morfologia (% forme atigie).

Sul campione seminale dei pazienti ho effettua@® walutazione macroscopica e una

microscopica.

Valutazione macroscopica e microscopica

La valutazione macroscopica definisce le carattehis reologiche quali il volume, il

pH, I'aspetto, la fluidificazione e la viscosita.
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La valutazione microscopica analizza sia la comptgametica che quella non

gametica.

Valutazione microscopica componente gametica
_ Concentrazione nemaspermica
_ Motilita nemaspermica

_ Morfologia nemaspermica

Valutazione microscopica componente non gametic
La componente cellulare non nemaspermica e rappetaedai seguenti elementi:
_ Elementi della linea spermatogenetica
_ Globuli bianchi, costituiti prevelentemente daugulociti, linfociti, macrofagi.
__Emazie.
_ Cellule di sfaldamento derivanti dalle ghiand@ecessorie, dai dotti e canali
dell'apparato genito-urinario

_ Corpuscoli prostatici.

STUDIO MOLECOLARE
La valutazione molecolare comprende lo studio ddlnprfismo del gene AR.

Propedeutica per lo studio & stata I'estrazione¢A genomico da leucociti di

sangue periferico.
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Estrazione del DNA
Ho estratto il DNA genomico umano da leucociti dimpioni di sangue periferico
fresco o eparinato utilizzando il kit Wizard Gener{fPromega - USA). Il kit prevede
quattro fasi importanti per il recupero del DNAsildei globuli rossi, lisi dei globuli
bianchi, deproteinizzazione, precipitazione del Ddratazione.
Lisi dei globuli rossi:
- aggiungere ad un volume iniziale di 3@0di sangue eparinato 90@ di

Cell Lysis Solution;

incubare la soluzione per 10 minuti a temperatunzbéente;

centrifugare il campione a 13.000 x g per 20 segond

- decantare il surnatante senza toccare il pellet

agitare con il vortex per 10-15 secondi fino a gpendere i leucociti.

Lisi dei globuli bianchi:

- aggiungere alla soluzione precedente 804 Nuclei Lysis Solution;

- aggiungere 1,4 di RNAsi;

- incubare a 37°C per 15 minuti

Deproteinizzazione:

Ha lo scopo di liberare il DNA nucleare nel mezzdigerire le proteine ad esso
associate e puo essere schematizzato come segue:

- aggiungere ai nuclei lisati 100l di Protein Precipitation Solution,

- agitare vigorosamente con il vortex per 10-20 se&gon

- centrifugare a 13.000 x g per 3 minuti a temperat@mbiente, fino ad
ottenere la formazione del pellet proteico marrgoaro.

Precipitazione del DNA:
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Ha lo scopo di recuperare gli acidi nucleici in foa solida. Ho utilizzato la
precipitazione con I'lsopropanolo, ottenendo il DN@tto forma di filamenti visibili
ad occhio nudo, che vengono recuperati tramiterdeigizione mediante le seguenti
fasi:

- trasferire il surnatante in una provetta sterile ntenente 300 di
Isopropanolo,

- miscelare delicatamente e agitare per inversiom® falla comparsa del
“fiocco” di DNA;

- centrifugare a 13.000 x g per 1 minuto per evidarzil DNA come un
piccolo pellet bianco;

- decantare il surnatante.

Lavaggio con etanolo :

Viene utilizzato per lavare il precipitato e ripud dalle tracce dell'lsopropanolo,
nel modo seguente:

- aggiungere al DNA 30@ di Etanolo al 70%, invertendo la provetta
numerose volte per lavare il pellet di DNA;

- centrifugare a 13.000 x g per 1 minuto;

- decantare e rovesciare la provetta su carta bilqga eliminare il residuo di
alcool e lasciare asciugare il pellet all'aria p&0-20 minuti.

Reidratazione:

- aggiungere 100 di Rehydratation Solution;

- incubare la soluzione over-night a 4°C;
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- misurare la concentrazione del DNA e la sua puredimaspettrofotometro,
diluendo il DNA fino ad ottenere una concentrazioin@5ug/ml per standardizzare

la mia metodica.

PCR (Polimerase Chain Reaction)
Ho effettuato I'analisi dei polimorfismi del geneRAsu DNA estratto da sangue
periferico utilizzando un kit di estrazione, conesdritto precedentemente.
Ho valutato i polimorfismi del gene mediante PCRugcessivo sequenziamento,
utilizzando un set di 2 paia di primers disegnatill'esone 1. (CAG A:
TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC) (CAG B:

GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT).
La PCR e stata effettuata mediante la reazionsickason le seguenti condizioni:
1° step: denaturazione 10 min. a 95°C,

2° step: denaturazione 1 min a 95°C, ibridazionaifi. a 60°C estensione 1.20 min.

a 72°C (ripetuto 35 volte)

3° step: estensione 12 min. a 72°C

ELETTROFORESI

I frammenti di DNA amplificati vengono fatti migmarin un campo elettrico

mediante un supporto costituito da gel di agar{e):
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- 10 /4 di amplificato + 244 di Blue/Orange 6X Loading Dye (Promega, USA)
vengono caricati su un gel di agarosio al 2% (PRGBAUSA);

- Si utilizza come buffer il TAE 1X (Promega, USA);

- L’evidenziazione dei prodotti amplificati vieneesttita mediante Bromuro di
Etidio (10mg/ml) (34).

Il bromuro di etidio & un agente intercalante dBlA Questa molecola di per sé non
fluorescente, emette una fluorescenza rossa qusindga alle basi del DNA. Tale

visualizzazione avviene attraverso I'esposiziorieldyd con il transilluminatore.

L’amplicone (circa 282bp-Fig 13) e stato purificadosequenziato ottenendo un

elettroferogramma sul quale ho valutato il numestbedriplette CAG ripetute.

L’analisi dei polimorfismi del gene AR mediante P@Rsequenziamento, mi ha

permesso di valutare il numero delle triplette CA&s 2 Gruppi studiati.

Fig.13 - Gel elettroforetico con amplicone~di82 pb (marker 100bp)
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SEQUENZIAMENTO

Gli ampliconi ottenuti con la PCR sono stati pwati dai primers non

incorporati utilizzando colonnine che trattengonopiccoli frammenti e

consentono [I'eluizione delllamplificato e sottoposh sequenziamento
automatica tramite lo strumento 3500 Genetic ArelyApplied Biosystem-

Fig 14).

Il processo di sequenziamento fornisce come dabizaabile un grafico, detto
elettroferogramma (Fig 15), caratterizzato da uwnecessione di picchi di

quattro colori diversi, che corrispondono alle esiani fluorescenti dei diversi

fluorocromi ogni volta che i vari frammenti di dirga lunghezza nucleotidica
raggiungono la posizione del rilevatore. | picclsultano essere di altezza
diversa che dipende dall'intensita con cui il DNiemette fotoni dopo la

sollecitazione del laser. Tale intensita dipendsua volta dal numero di
molecole di DNA colpite dal laser: piu molecoletsiveranno sotto il laser in

un dato momento, piu alto sara il picco di rienugsi.

Score = 407 bits (220), Expect = Je-111

Identities = 2527265 (95%), Gaps = 127265 (4%)

Strand=FPlus/Plus
Query 10 CAGTACCCGGECCCCAGECACCCAGAGGCCGUEAGCGCAGCACC T ooy gooagttty 69

Shict 5083079 CAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGECCGIGAGCGCAGCACCTCCCGECGCCAGTTTG: S0831348

Cuery 70 ctgobgotgoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoagoay 129

A o 10 ] 000
sbjet: BOF3139T LTECTECTrrmorrormmes GUAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG 5083186
Cuery 130 cagoagoayaycagcagoagcagcagocaagagactagecooagyyoagcagocagcagoay 189

Sbject 5083187 CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGUAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG SOB3Z46

Query 1900 caggyTEAGEATGETTC TCCCCARGUCCATCGTAGAGGC CCCACAGGUTACCTEETCCTE 245
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Shict 5S083247 CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCOCCACAGGCTACCTGETCCTG 5083306

Query 250 GATGAGGAACAGUAACCTTCACAGE 274

AT DO
Shijct 5083307 GATGAGGAACAGUAACCTTICACAGC 5083331

Flg.14 - Risultato di sequenziamento
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an a0 a0 110 120 130 140 150 160
CTGCAGCAGUAGCAGUAGCAGCAGCAGCAG CAGCAGCAGCAGCAGUAGCAGUCAGCAGCAGCAGCAGCAGUAGUCAAGAGACTAGCCC

TR A e

Fig.15 - Elettroferogramma

POPs ANALIZZATI NELLO STUDIO

| campioni di sangue sono stati analizzati pres$sbaboratorio di Tossicologia,
Fondazione Salvatori Maugeri-Pavia. | POPs inclasguesto studio son@,p’-
diclorodifenildicloroetilene (§,p- DDE), PCBs ( 31, 28,52, 77, 153, 126, 180, 169,
170) e I'esaclorobenzene (HCB).

| PCBs e i pesticidi organo clorati (OCPs) sondatze lipofili e persistenti
ampiamente usate, fino agli anni 70, nell'indast& nel settore dei prodotti. A

causa della loro persistenza, i PCBs sono contartiinhiquitari. La popolazione e
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esposta a queste sostanze principalmente attral/ergestione di cibi di origine
animale (pesce, carne, prodotti caseari); inoltRCBs sono bioaccumulabili nella
catena alimentare. Cosi come i PCBs anche gli OQCése I' 1,1,1-tricloro-2,2-
bis(4-clorofenile)etano (DDT),e I'esaclorobenzem#CB) non sono piu utilizzati
nelle industrie, ma sono ancora presenti a cautaldeo persistenza nelllambiente.
Il metabolita del DDT, 1,1-dicloro-2,2-bis(p-closgfil)etilene (p,p’-DDE), e un
problema per la sua tossicita e perché e piu pensesdel DDT. POPs hanno una
lunga emivita. Come risultato della loro persisterzubiquitari eta, livelli misurabili
di POPs sono stati trovati in elevate proporzicgllanpopolazione generali (WHO

1989 e 1993), in un recente lavoro é stato osseruat decremento di tali

concentrazioni a partire dal 2008.

SAGGIO SIERICO

E stato utilizzato un metodo analitico veloce @isic, precedentemente validato per
la sola analisi dei PCB$*, modificato in questo studio per rilevare
simultaneamente 9 PCBs, isomeri ggp’-DDE e HCB.

* Prendere 2mL di siero e aggiungere 2 mL di metanolo

* Vortexare per 30 sec
L’estrazione ¢ effettuata usando 5mL di etereceti(il:1 v/v). La parte organica e
stata separata e I'operazione ripetuta due volefake organica evapora sotto 500
uL di nitrogeno. Questo residuo viene, quindi, ficeio con Bond Elut PCB dopo
trattamento precedentemente della cartuccia camlldi esano. L'estratto e stato

eluito con 3mL di esano e dopo con 3 mL di esatereeetilico (1:1 v/v). L’eluato e
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stato raccolto e asciugato in nitrogeno. Il residaoiutto € stato risospeso in 100 uL

di esano e analizzato con Gas-cromografia-spettrartt massa ( GC-MS).

Strumentazione e condizioni cromatografiche

Per la separazione cromatografica e stato utilizaat gascromografia-spettrometria
di massa GCMS-QP505A equipaggiata con auto-inett&dOC-20 e auto-
campionatore. E’ stato utilizzato un capillare POB@mx 0.2mm x 0.pum, J&W
100% dimetilpolisiloxano. @2 sono stati iniettati in splittess mode con unditsp
outlet aperto dopo 0.7 min. Le temperature di iolez e di detenzione sono state
settate rispettivamente a 270°C e 280°C. La tenweradel forno € stata
programmata nel modo seguente: 80°C per 1 min,n3itCA 200°C, 5°C/min a
300°C e 6 min a 300°C. lo spettrofotometro di maggara in modalita elettro-
ionizzata (EIA 70 eV. E’ stato utilizzato un pragmma SIM per I'acquisizione e la
quantificazione dei dati. Due ioni (M+ e [ M+2 +]ioni) sono stati monitorati per
ogni livello di clorazione. | picchi sono stati marati con il programma GCMS
Postrun Analysis della Shimadzu Workstation GCM&itsm software per GCMS-
QP5000 Series, che calcola anche la pendenza eeffiente di correlazione.
L’area dei picchi € tracciata contro un rapporte eurve di calibrazione sono state

ottenute con regressione lineare dei dati.

Materiali e reagenti
Gli standards analitici di riferimento per ogni &f@a sono stati ottenuti dal
Laboratorio del Dott. Ehrenstorfer (Augusta, Gerragncosi come gli standard

interni (1S) dei PCB 46 e 143.
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Tutti i solventi (metanolo, esano, dietiletere,-adtano) sono pestidicgrade (
Merck, Darmstadt, Germany). E stato utilizzato wp&co (Bellefonte, PA, USA)
Visiprep”™- DL SPE collettore sottovuoto per analizzare eororaneamente fino
a 24 campioni. E stato utilizzato un Varian Bond® PCB (1g/3 mL column
reservoir) e tubi SPE (Varian Canada Inc., ON, @ahaAffinche il metodo fosse
valido, accurato ( preciso e riproducibile) e statodiato in accordo con le linee
guida della Eurachem (EURACHEM Guide, 1998),

Il metodo di calibrazione esterna e stato usatd’assestamento della linearita della
matrice di calibrazione (0.20, 0.50, 1.00, 5.00,01®5.0 ng/mL). Sono state
preparate dieci repliche con diversa concentraziorizb, 3.125, 6.25, 12.5 ng/mL)
per ogni campione di controllo (QC) in 4 giornvelisi. L'incertezza di misura €
stata valutata in accordo con la guida Eurachert/ACI (2000). Per gli analiti
selezionati, le concentrazioni hanno effetto swtnponenti quali ripetibilita e
calibrazione. Un fattore di copertura 2 & statdtsde quanto da un containg interno
circa il 95% della distribuzione dei valori. Il lite inferiore di quantificazione
(LOQ) e stato definito coméimporto minimo che pud essere quantitativamente
determinato con precisione e accuratezza adedubate di detenzione (LOD) € la

concentrazione avendo un rapporto segnale-rumoreatio di 3:1.
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Risultati
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Analisi seminale

Nel mio studio ho reclutato 100 soggetti di eta pogsa fra 17 e 47 anni a cui ho
eseguito I'esame del liquido seminale.

Ho valutato 50 pazienti affetti da tumore del wdt, eta media € di 28+6.4 (range
18-44) che hanno esegquito la crioconservazionsatak un mese dopo orchiectomia
e prima di iniziare terapia antineoplastica.

| valori medie, le deviazioni standard e i range plarametri seminali relativi al
gruppo di pazienti con tumore del testicolo sorthaati in Tab 3.

In Tab 4 sono presenti i valori medie, le devakstandard e i range dei parametri

seminali relativi al gruppo di controllo.
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AA | VOL. N/ml N/Eiac | RET | DISC | MOT TOT | ATIP.

Media 28 2,9 36,7 96,1 30,4 5,4 35,8 74,1
DS 6,4 1,7 35,3 93,8 17,3 3,8 16,3 11,6
Min 18 0,2 0,2 0,04 0 0 0 57
Max 44 9,5 150 456 60 20 60 100

Tabella 3 - Medie, DS e range dei parametri semnohel Gruppo A

AA |VOL. N/ml N/Eiac | RET | DISC | MOT TOT | ATIP.

Media 30 | 3,35 69,0 219,3 | 40,4 5,9 46,3 70,0
DS 59 |1,52 51,6 174,6 14,9 6,5 13,3 8,4
Min 17 0,9 2,5 6,25 0 0 0 58
Max 47 8 280 840 60 40 60 100

Tabella 4 - Medie, DS e range dei parametri semohel Gruppo B
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AA VOL. N/ml N/Eiac RET DISC | MOT TOT ATIP.
Controlli 30,059 | 33+15 |69,0+51,6 | 219,3+174,6 | 404+149 | 59+65 |463+133| 700+84
Tumore 28+64 | 29+17 |367+353 | 961+938 |304+149 | 54+38 | 358+163 | 741+11,6
Testicolare
n.s. n.s. falaid Fkk *k n.s. falaid n.s.

Tabella 5 Medie, deviazioni standard e P value nei casi eararolli.
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In Tabella 5 sono riportate le medie e le deviazistandard dei parametri

seminali dei casi, e dei controlli. E possibilearetuna differenza statisticamente
significativa in quattro parametri seminali: contcamione di spermatozoi per ml

(P=0.0004); concentrazione per eiaculato (P<0.000Mptilita rettilinea

(P=0.0025) e matilita totale (P=0.0004).
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Fig.16 - Distribuzione “box plot” della concentraze totale di spermatozoi nei

due gruppi di studio.
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Dosaggio interferenti endocrini

ORs moadificati in base al livello di istruzione de&zienti e i fattori prenatali
come eta della madre e parita, risultano statisterde significativi associati ad
alti livelli sierici di p,p’-DDE in entrambi gli istotipi di tumore del testicolo (2
ng/ml vs> 0.2 ng/ml; ORugjusted= 5.05, 95%CI: 1.30-19.52) e i due tipi istologici
(seminoma ORugjusted = 4.27, 95%CI: 1.02-17.87; nonseminoma: Qf3sted =
6.10, 95%CI: 1.13-32.83) (Tabella 6). Il rischiosuita statisticamente
significativo dopo aver raggruppato i POPs (< LO®>LOD; OR = 7.48,
95%Cl: 2.07-27.07).

Inoltre, ho condotto una analisi separata sui pasivalutare se in questo gruppo
il rischio di oligozoospermia secondo il WHO 199%pa essere associata con alti
livelli sierici di POPs. Ho trovato un rischio aantato di oligozoospermia nei
casi di tumore del testicolo che presentano aléllii sierici di DDE (OR = 7.4,
95%CI: 1.3-41.40). Un risultato simile e stato atuv consideranto i POPs totali
(OR = 10.5, 95%CI. 1.8-58.70); mentre un incrememtel rischio non
statisticamente significativo e stato osservateelazione con alti livelli sierici di
HCB (OR = 3.5, 95%CI: 0.2-46.60) e concentraziastalé di PCBs (OR = 2.0,

95%Cl: 0.3-12.90) (Tabella 7).
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Compound All Seminoma Nonseminoma Controls
(ng/ml) (N=50) (N=28) (N=22) (N=50)
n (%) OR (95%Cl) | n (%) OR (95 % CI) | n (%) OR (95% CI) | n (%)
adjusted * adjusted adjusted
* *
p.p'-DDE
<0.2 |37 (74.0) 1.00 20(71.4) 1.00 17 (77.31.00 4 (88.0)
>0.2 |13 (26.0) 5.05 (1.30-19.52)8 (28.6) 4.27 (1.02-17.87p (22.7) 6.10 (1.13-32.83)6 (12.0)
Tot. EDCs
< LOD |31 (62.0) 1.00 15(53.6) 1.00 16 (72.7)1.00 4 (88.0)
>LOD |19 (38.0) 7.48 (2.07-27.0713 (46.4) 7.83 (2.04-29.98) (27.3) 7.84 (1.51-40.59)6 (12.0)

* Adjusted for education, mother age at birth aadtp of the mother

Tabella 6 - Odds ratio e 95% CI per POPs per casi seminoma, non-seminoma e tutti i tumori dsldelo . Il limite di rilevabilita

(LOD) of POPs €& usato come cut-off value.



Group A Group B
ng/ml <40 x106 / ml> 40 x106 / ml OR adjusted <40 x106/ml> 40 x106 /ml OR adjusted
(n =23) (n=27) (95 % ClI) (n=18) (n =27) 96 % CI)
p,p'—DDE <0.2 14 (37.8) 23 (62.1) 1.00 11 (32.3 %) 2366%) 1.00
>0.2 9 (69.2 %) 4 (30.7 %) 5.8(1.2-26.5) 7 (63.6 %) 4(36.3%) 7.4(1.3-414
HCB <0.2 21(44.6%) 26 (55.3 %) 1.00 16 (38.0 %)26 (61.9 %) 1.00
>0.2 2 (66.6 %) 1(33.3%) 2.6(0.2-34.4) 2 (6Bp 1(33.3%) 3.5(0.2-47.6)
Tot. PCBs < LOD 19 (44.1%) 24 (55.8 %) 1.00 15 (38.4%) 24(61)5%  1.00
>LOD 4 (57.1 %) 3(42.8%) 2.4(0.4-13.7) 3 (50 %) 53 o) 2.0 (0.3-12.9
Tot. EDCs <LOD 10(32.2%) 21 (67.7 %) 1.00 8 (27.5 %) 21 (72.4 %) 1
>LOD 13 (68.4 %) 6 (31.5%) 10.4 (2.1 -51.4) 10 (62.5 %) 6 (37.5 %) 10.5 (1.8 - 58.7

* Adjusted for education, mother age at birth aadtyg of the mother

Tabella 7. Odds ratio e 95% CI per POPs per cagudiore del testicolo con oligozoospermia , eaesligozoospermia. Il limite di

rilevabilita (LOD) di POPs e usato come cut-offua
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Ho analizzato la relazione tra interferenti endaucfEDCs) e parametri seminali.
La concentrazione del DDE é stata dicotomizzatd. ddeppo di pazienti con
tumore del testicolo ad un basso livello siericd),2 di DDE corrispondono
parametri seminali migliori (67.6%), mentre nel.@®® dei casi ad un elevato
livello sierico di DDE corrispondono parametri seali alterati (tabella 8).
Esisterebbe, quindi, una tendenza degli inquinantpeggiorare la qualita
seminale, la differenza non é statisticamente fogitiva (P=0.086). Nel gruppo

di controllo non sono presenti dati statisticamesngeificativi

Analisi molecolare

Nella figura 17 e nella tabella 9 e illustratadigtribuzione delle ripetizioni
(CAG)n nel gene del recettore degli androgeni AR chee gruppi di pazienti
esaminati.

Ho effettuato l'estrazione del DNA da leucociti diangue periferico,
I'amplificazione specifica del gene codificante pd® e I'analisi dell’amplicone
mediante il sequenziamento.

L’analisi delle triplette CAG nel gruppo di confmmostra differenti lunghezze
da un minimo 14 a 34 con un valore medio di 22,02%3ll numero piu frequente
di ripetizioni € 21 per i pazienti con tumore desticolo il range di lunghezza
delle ripetizioni CAG e 9-31 con un valore medio 24i,9+£3,44. L’allele piu

rappresentato e 23.
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Variabili Controlli Tumore del testicolo
N° pazienti 50 50
Media £SD 22.02 £3,41 21,943,44.
Mediana 21 21
Range 14-34 9-31
CAG piu frequente 21 23

Tabella 9 - Confronto della distribuzione delleptatte CAG del recettore degli

androgeni tra i due gruppi di studio.

Caso-Controllo
30,0% — W Caso
O Controllo

250%—

200% —

15,0% =

10,0%—

50%—

0,0% =
9 13 14 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 3 34

(CAG)n

Fig.17 - Distribuzione del numero delle ripetizi@AG nel gene del recettore

degli androgeni in pazienti con neoplasia testicela nel gruppo di controllo.
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Nel gruppo di pazienti con tumore del testicolodiatribuzione delle triplette
CAG >21 e statisticamente significativa rispettgalppo di controllo (61,2% vs
39,6%, P=0.043,).

Utilizzando la mediana delle triplette CAG in ARL(8petizioni) ho analizzato la
relazione tra la distribuzione della lunghezza @AIG e parametri seminali nei
due gruppi di studio. I valori di riferimento sectmnil WHO (1999) indicano che
il valore cutoff della concentrazione nemapsern@@® mil/mL, al di sotto di tale
valore si definisce la oligozoospermia. Le tridetCAG sono state distinte in
due sottogruppi<21l e >21; queste due varianti sono state consalerat due
gruppi di studio e in relazione alla concentrazioeemaspermica. Nel gruppo B |l
73.3% mostra un numero di ripetizioni >21 con uremta di spermatozoi
>20mil/mL, il 57.9% ha un numero di ripetizior21 con valori di conta di
spermatozoi<20 mil/mL. La differenza non e statisticamente Higativi, ma e
possibile notare che ripetizioni CAG >21 corrispond a parametri seminali
migliori nel gruppo dei pazienti con tumore detiso. Nel gruppo di controllo i

valori sono sovrapponibili (P=1).

Questionario

La tabella n°10 riporta i dati “grezzi” di ORmegni variabile di interesse: eta
del paziente, storia pregressa di patologie d#otigenitale, varicocele, livello di

istruzione, hobby che prevedono l'uso di sostarimiche che potrebbero avere
attivita simil-endocrina, uso di pesticidi nel glaraggio, luogo di residenza
durante il periodo fetale, luogo di residenza dtgda puberta, luogo di residenza
durante l'etda adulta, attivitd occupazionale a hiscdurante I'adolescenza e

nell’eta adulta.
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Tot Seminoma Nonseminoma Controlli

Variabili n OR CI N OR CI n OR CI N
Peso alla nascita (Kg)

<4 31 1.00 18 1.00 13 1.00 36

>4 8 1.180.46-3.01 3 1.000.22-4.46 5 2.300.60-8.86 6

Missing 11 6
Eta della madre (anni)

> 25 24 1.00 10 1.00 14 1.00 29

<25 26 1.650.74-3.68 18 2.741.04-7.21 8 0.870.30-2.47 19
Paritd materna

>1 41 1.00 23 1.00 18 1.00 44

<1 9 2.410.69-8.44 5 2.390.58-9.77 4 2.440.55-10.85 4
Difetti riprodutti alla nascita

No 38 1.00 22 1.00 16 1.00 46

Si 12 7.261.53-34.47 6 6.271.17-33.62 6 8.621.57-47.13 2
Allattamento

No 10 1.00 5 1.00 5 1.00 5

Si 40 0.460.14-1.47 23 0.360.14-2.04 17 0.390.10-1.54 43
Istruzione (anni)

<8 9 1.00 7 1.00 2 1.00 3

>8 41 0.300.77-1.19 21 0.200.04-0.85 20 0.660.10-4.30 45
Residenza infazia

Urbana 35 1.00 19 1.00 16 1.00 32

Rurale 15 0.850.36-2.01 9 0.940.35-2.56 6 0.750.24-2.28 16
Residenza nella adolescenza

Urbana 41 1.00 24 1.00 17 1.00 45

Rurale 9 3.290.83-13.00 4 2.500.51-12.09 5 4.410.94-20.50 2
Uso di pesticide per il giardinaggio

No 16 1.00 19 1.00 15 1.00 37

Si 34 1.580.64-3.88 9 1.590.56-4.50 7 1.570.51-4.81 11
Mixing directly pesticides

No 45 1.00 24 1.00 21 1.00 47

Si 5 2.610.48-14.15 4 3.910.66-22.92 1 1.110.96-13.03 2
Hobbies a rischio

No 35 1.00 17 1.00 18 1.00 12

Si 15 1.280.52-3.13 11 1.940.71-5.28 4 0.660.18-2.36 36
Guida per lavoro

No 15 1.00 6 1.00 9 1.00 19

Si 35 1.520.66-3.53 22 2.400.83-7.01 13 1.050.37-2.95 29

Tabella 10 - Caratteristiche selezionate dei cadeecontrolli
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La presenza di difetti congeniti del tratto geleitanei pazienti €
significativamente associato con il rischio di tumalel testicolo (OR = 7.26,
95%CI: 1.53-34.47), soprattutto per il non seminq@& = 8.62, 95%CI: 1.57-
47.13). Questo risultato € in accordo con lavaespnti in letteratura che
indicano i difetti congeniti del tratto riproduttivcome un fattore di rischio per
insorgenza del tumore del testicolo. Nel preseat®rb ho osservato un dato
statisticamente significativo relativamente al miscdi seminoma e giovane eta
materna € 25 vs. > 25 years; OR = 2.74, 95%CI: 1.16-8.77utilizzo di
pestidici per il giardinaggio, la residenza in zongali in eta adulta e il
miscelamento diretto di pesticidi e piu frequemgeitcasi. In particolare, la bassa
parita materna{2 vs. > 2, OR = 2.41, 95%CI: 0.69-8.44), la giavata della

madre al momento della gravidanza2b vs. > 25, OR = 1.65, 95%Cl: 0.74-

3.68), il basso numero di fratelli (<1 vs.1, OR = 3.29, 95%CI: 0.83-13.00),

'uso di pestidici per il giardinaggio (OR 1.585%CI: 0.64-3.88),

miscelamento diretto di pesticidi (OR = 2.61, 95%C#8-14.15), la residenza in
zone rurali in etad adulta (OR = 3.29, 95%CI: 0.8390) sono piu comuni tra i
pazienti con neoplasia testicolare. Un elevatdlbvéi istruzione (> 8vs< 8; OR

= 0.3 CI = 0.77-1.19), l'allattamento al seno (ORG:46 CI = 0.14-1.47) e la
residenza in zone rurali durante l'infanzia (OR.830CI = 0.36-2.01) sembrano
avere un ruolo protettivo (Tabella 10). In partarel, i dati rilevano un
decremento statisticamente significativo del risctia i casi di seminoma con
maggiore istruzione rispetto ai controlli (OR = 2 = 0.04-0.85). Numerosi
studi indicano il livello di scolarizzazione coman indicatore indiretto dello

status sociale dei soggetti. Come tale, questdtatsué in contrasto con la

conoscenza comune che attribuisce un rischio paidaltumore del testicolo in
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soggetti con piu alto livello di istruzione e con alto tenore di vita, sebbene gli
studi considerati hanno una struttura “ecologEa’soggetti considerati nella mia
ricerca sono troppo giovani o non hanno ancoraitetm gli studi. Per evitare
che il livello di istruzione sia un fattore confarde ho considerato questo fattore
nella regressione per calcolare il rischio assoc@in esposizione ai POPs. |
fattori di rischio postnatali privi di significatita statistica ORs> 2 per i seminomi
sono il miscelamento diretto di pesticidi (OR 9€1.95%CI: 0.66-22.92), basso
numero di fratelli (<1 vs> 1, OR = 3.26, 95%CI: 0.71-14.86). Tra i casi dnno
seminoma, sono stati identificati possibili fattdr rischio non statisticamente
significativi OR>2 : residenza in zone rurali itheadulta (OR = 4.41, 95%CI:
0.94-20.50), alto peso alla nascita4 vs > 4; OR = 2.30, 95%CI: 0.60-8.86),
basso numero di fratelli (<1 v8.1, OR = 3.33, 95%CI: 0.67-16.40) e bassa parita
materna€ 1 vs. > 1, OR = 2.44, 95%CI: 0.55-10.85). In maitare i dati grezzi
OR per i nonseminomi risultano >4 e molto vicini ada significativita in
soggetti che hanno vissuto in zone rurali in etaltadrispetto a coloro i quali
hanno vissuto in citta. Il rischio diventa, quinsiignificativo dopo correzione dei
dati.

Ho effettuato ulteriori analisi relativamente aN@riabili pre e post-natali
ottenendo OR>2 per la parita materna ed eta dedldre alla nascita, uso di
pestidici per il giardinaggio, il miscelamento dicedi pesticidi, residenza in zone
rurali in eta adulta. | dati OR sono stati corrgieir le stesse variabili incluse in

questa analisi (Tabella 11)
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All Seminoma Nonseminoma
OR OR OR N

Variabili adiusted  Cl N adiusted Cl N adiusted Cl controlli
Eta della madre (anni)

> 25 24 1.00 10 1.00 14 1.00 29

<25 26 1.48 0.62-3.51 18 3.45 1.10-10.76 8 0.71 0.22-2.28 19
Parita materna

>1 41 1.00 23 1.00 18 1.00 44

<1 9 1.90 0.49-7.32 5 1.22 0.23-6.40 4 2.31 0.41-12.99 4
Uso di pesticidi per il giardinaggio

No 16 1.00 19 1.00 15 1.00 37

Si 34 1.42 0.49-4.08 9 1.37 0.33-5.60 7 2.32 0.63-8.52 11
Mixing directly pesticides

No 45 1.00 24 1.00 21 1.00 47

Si 5 296 0.43-20.12 4 9.48 1.00-92.02 1 1.59 0.10-24.40 2
Residenza in eta adulta

Urbana 41 1.00 24 1.00 17 1.00 45

Rurale 9 3.76 0.90-15.74 4 2.21 0.38-12.72 5 7.19 1.34-38.57 2

Tabella 11 - Caratteristiche selezionate dei cadeecontrolli
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La preparazione diretta di pesticidi (Qgused 9.48, 95%CI: 1.00-92.02), la
giovane eta materna alla gravidanza (£fRtweq= 3.45, 95%CI: 1.10-10.76) sono
associati in modo statisticamente significativeehinoma, mentre un alto rischio
per i non seminomi € stato riportato tra i soggetg hanno vissuto in un contesto
rurale in eta adulta (ORjusted= 7.19, 95%CI: 1.34-38.57).

Studiando il regime alimentare, I'alto consumo dbgwtti caseari (OR = 2.25,
95%CI: 0.70-7.14) e di pesce (OR = 2.06, 95%CI8aL8B0) sono indicati come
possibili fattori di rischio per il tumore del tesilo (Tabella 12). Questi dati sono
in accordo con quelli presenti in letteratura. Eata inoltre evidenziata una
riduzione del richio di tumore testicolare assariatl un elevato consumo di
cereali (OR = 0.27, 95%CI: 0.11-0.64) per tuttiigi tistologici e di frutta e
verdura solo per i non seminomi con OR correttdgeoncentrazione sierica dei
POPs e la residenza in zona rurale in eta adORagjused= 0.49, 95%CI: 0.10-
0.99). Possibili implicazioni di carattere preventipotrebbero essere associare
questo tumore ad altri tumori ormone-dipendenti ibvaolo protettivo di questi

alimenti & gia stato associato.
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All Seminoma Nonseminoma Controls
Variabili OR Cl n OR Cl n OR Cl n

Caffe

<1 volta/die 19 1.00 11 1.00 8 1.00 19

> 1 volta/die 31 1.00(0.44-2.24) 17 0.94(0.36-2.44) 14 1.07(0.37-3.03) 31
Prodotti caseari

<1 volta/die 40 1.00 22 1.00 18 1.00 45

> 1 volta/die 10 2.25(0.70-7.14) 6 2.45(0.67-8.93) 4 2.00(0.48-8.30) 5
Frutta e verdura

< 6 volte/sett 25 1.00 13 1.00 12 1.00 16

> 6 volte/sett 25 0.47(0.20-1.06) 15 0.54(0.21-1.40) 10 0.39(0.14-1.09) 34
Cereali

<1 volta/mese 28 1.00 16 1.00 12 1.00 13

> 1 volte/mese 220.27(0.11-0.64) 12 0.260.99-0.70) 10 0.29(0.1-0.83) 37
Pesce

<1 volta/mese 131.00 8 1.00 5 1.00 21

> 1 volte/mese 372.06(0.88-4.80) 20 1.81(0.67-4.89) 17 2.46(0.78-7.73) 29

Tabella 12 -

Frequenza di consumo di cibo
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Infine ho osservato un incremento non significatid rischio tra i figli di madri
che hanno lavorato in un ambiente con possibile@sspne a EDCs rispetto ai
controlli (OR = 1.46, 95%CI: 0.38-5.56). A tal fineho usato Job Exposure
Matrix- matrice di esposizione occupazionale- (Vaongeren et al., 2002)
(Tabella 13). Gli stessi risultati sono stati rifadir relativamente al lavoro dei
pazienti e dei padri e per la possibile esposizideesoggetti ai vari EDCs in
accordo con Job Exposure Matrix (Van Tongerenl.et2802) (Tabella 6). Le
matrici di esposizione occupazionale, dette anéid (Job Exposure Matrices),
sono strutture di dati costruite con I'obiettivo adiratterizzare e documentare le
conoscenze sulle relazioni tra posizioni lavoratig@ofessioni ed attivita
economiche), rischi (esposizioni) e danni per ldutea (patologie). In
epidemiologia occupazionale una professione e spatiitzzata come indicatore
delle sostanze cui il lavoratore € esposto. Le Hs8umono, in questo caso, la
forma di corrispondenze fra codici di professiongiadizi di esposizione che
queste comportano.

L'uso delle JEM presenta due principali vantaggi:pbssibilita di raggruppare
lavoratori che svolgono professioni diverse (anichdiversi settori produttivi) in
classi omogenee ad ognuna delle quali & correlateetto livello di esposizione;
la possibilita di ottenere informazioni attendibiltilizzando dati solitamente
ottenibili da fonti amministrative, da letteraturscientifica o da semplici
guestionari. Per contro bisogna considerare l'iiaéie errore che si compie
utilizzando le valutazioni dell’esposizione che#engono consultando una JEM,
rispetto alle situazioni reali nelle quali vengoraccolti dati di esposizione

specifici e puntuali.
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Variable Cases Controls ORcrude
(n=50) (n=48) (95 % CI)
n % n %

JEM for EDCs in participants

0 33 66.0 33 68.8 1.00

>1 17 34.0 15 313 1.13(0.48-2.64)
Pesticides

Imporbable 44 88.0 41 854 1.00

> Possible 6 12.0 7 146 0.79(0.24-2.57)
Polychlorinated organic compounds

Improbable 47 94.0 48 100.0 1.00

> Possible 3 6.0 0 0.0P Fisher =0.24
Phtalates

Improbable 40 80.0 36 75.0 1.00

> Possible 10 20.0 12 25.0 0.75(0.28-1.94)
Alkylphenolic compounds

Improbable 39 78.0 36 75.0 1.00

> Possible 11 22.0 12 25.0 0.84(0.33-2.15)
Bi-phenolic compounds

Improbable 48 96.0 48 100.0 1.00

> Possible 2 40 0 0.0P Fisher =0.49
Heavy metals

Improbable 45 90.0 44 917 1.00

> Possible 510.0 4 8.3 1.22(0.30-4.85)
JEM for EDCs in fathers

0 38 33.0 33 70.2 1.00

>1 11 14.0 14 29.8 0.68(0.27-1.70)
JEM for EDCs in mothers

0 44 88.0 43 915 1.00

>1 6 12.0 4 8.5 1.46(0.38-5.56)

Tabella 13 - Eesposizione occupazionale dei pgrteti e dei genitori JEM (Van

Tongeren et al., 2002)
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Per quanto riguarda gli hobbies e la possibile giggme a EDCs riportante nei
casi, questi includono stampa di fotografie (5¢asipdellismo (3casi), pittura
(3casi), lavorazione del legno (2 casi); per quaigoarda i controlli includono
modellismo (4 controlli), pittura (1 controllo),Marazione del legno (1 controllo)
e stampa di fotografie (5 controlli). E possibilgservare un debole incremento
non significativo tra i casi che praticano hobby es0 di sostanze chimiche con
proprieta di interferenti endocrinOR = 1.94; CI = 0.71-5.28). Questo rischio e
piu alto tra i casi di non seminoma (OR = 1.28 (.52-3.13) e piu basso nel

sottogruppo di non seminomi (OR = 0.66 Cl = 0.1862 (Tabella 7).

Analisi e metodi statistici

Il metodo utilizzato nel presente studio € queblwatteristico dell'indagine caso-
controllo, selezionando per ogni paziente 1 colitrcbmparabile con il caso
rispettivo per eta e localita di nascita (p=NS)r pe totale di 50 casi e 50
controlli omogeneamente distribuiti secondo le ttarstiche suddette.

Le analisi sono state svolte utilizzando il metadiella regressione logistica,
attraverso la misura del rischio denominata Odd§oR@R), con 95 % di
intervallo di confidenza (Cl). Tutte le analisi tséiche sono state effettuate
utilizzando il programma SPSS v. 13.0 per WindowSTATA-9. Abbiamo,
quindi, stimato le associazioni tra differenti \aduili di esposizione in riferimento
al rischio di tumore testicolare, valutato sia coto®lita dei casi presenti, sia
analizzando separatamente i differenti istotipi sk#hinoma e del non seminoma.
La nostra analisi ha incluso OR grezzi relativiealtaratteristiche socio

demografiche e perinatali di casi e controlli. Adobio anche condotto una analisi
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di regressione logistica sull’esposizione materr@terna nel periodo prenatale.
Abbiamo quindi corretto il dato OR grezzo (OR atgd$ per le concentrazioni di
EDCs con diversi confondenti: eta del partecipaptmjta materna, livello di
istruzione, eta alla nascita della madre.

Indagini sierologiche Per quanto riguarda le analisi sierologiche dei
contaminanti POP, sono stati dosati livelli rileliadi contaminanti nel 38 % dei
campioni riferiti ai casi (limite di rilevabilitael contaminante — limit of detection
= LOD), mentre la percentuale dei campioni rileedii controlli risultava essere
del 16 %. Considerando il numero di campioni cealli di contaminanti inferiori
al LOD, le concentrazioni sieriche non sono staigeite per la componente
lipidica, ma e stato possibile effettuare una megiametrica, misurare i valori
della mediana, i valori di minimo e massimo, utidndo il valore preso come
misura della meta del LOD per ciascun campionerilevabile (Turci et al., ....).
Per calcolare 'OR per le diverse variabili abbiambne suddiviso i campioni
secondo due gruppi dicotomici con valori inferiorsuperiori al LOD (< LOD vs
> LOD).

Analisi seminali. Per ciascun parametro sono state calcolate media e
deviazione standard. Il confronto tra casi e cdin&cstato effettuato utilizzando il

test t di Student.
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Discussione
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Negli ultimi anni, la diagnostica andrologica haiso una notevole evoluzione
definendo una buona percentuale di infertilita cderata, precedentemente,
idiopatica. | fattori genetici sono responsabili d8% dell'infertilita maschile;
tali fattori comprendono alterazioni cromosomichemeriche e strutturali,
microdelezioni del cromosoma Y e mutazioni del geied recettore degli
androgeni (AR). La relazione dei CAG repeats @glegAR e infertilita maschile
e poco chiara e ancora non e nota la connessianpotimorfismo di queste
triplette e qualita della spermatogenesi. Il rewettAR e essenziale per una
corretta differenziazione sessuale, per lo svilugp il mantenimento di una
normale spermatogenesi (Yong et al. 2600, van Roijen et al. 194!
McLachlan et al. 1998)). Il recettore degli androgeni (AR) & una proteina
intracellulare codificata da un gene a singola @dpcalizzato sul cromosoma
Xql1-12.1 gene € composto da 8 esoni divisi da 7 introsi estende per circa
75-90kb. Il gene codifica per un fattore di trasicme che appartiene alla
superfamiglia dei fattori di trascrizione steroidiglando-attivati. AR media gli
effetti fisiologici degli androgeni (testosteronebe-diidrotestosterone) agendo
come fattore di trascrizione dipendente dal ligaftapman J. et al., 1999).

Il recettore possiede due siti polimorfici a liellell’esone 1 caratterizzati da un
diverso numero di ripetizioni CAG e GGC che deteranio differenti lunghezze
del tratto poliglutaminico e poliglicinico nel framento N-terminale del TAD, e
sembrano avere un ruolo nel modulare la funziorguiedi la sensibilita del
recettore all’androgeno. Nel soggetto normale theto di triplette CAG varia da
10 a 35 (media 21-23) e quello delle triplette GG 4 a 24 (media 16-17).

(Giwercman et al., 1998))
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Un’espansione della tripletta superiore a 40 “régfedetermina atrofia muscolare
spino bulbare (SBMA) o sindrome di Kennedy, pat@ogyenetico-metabolico
del sistema nervoso centrale con anomalie enddogimhe quali atrofia
testicolare e scarsa virilizzazione. Piu del 50%glidéendividui affetti dalla
sindrome di Kennedy presentano un’alterazione dggiéamatogenesi, dalla severa
oligozoospermia all'azoospermia (La Spada A. Ralet1991*®; Fischbeck K.
H., 199%%: Mengual et al., 200%"). Questa regione, quindi, ha un ruolo
importante nel modulare la funzione e la sensibitiel recettore all’androgeno.
Un elevato numero di ripetizioni CAG, anche nellld@to del range di normalita,
sembra determinare una ridotta attivita trascraierdell’AR sia in vivo che in
vitro.

Alterazioni della funzione di AR sono responsabléila sindrome da insensibilita
agli androgeni (AIS). Gli androgeni sono essenziadr lo sviluppo e la
funzionalita degli organi sessuali maschili, pegénetogenesi, per il manifestarsi
dei caratteri sessuali secondari maschili e permigtabolismo generale
dell’organismo. Mutazioni di AR che alterano foremte la funzione del recettore
determinano la AIS completa, caratterizzata daviddi genotipicamente maschi
46 XY, ma con un fenotipo completamente femmindlire mutazioni che non
alterano completamente la funzione di AR sono nesabili della AIS parziale; in
questo caso i soggetti presentano ambiguitd genf¥aing E. L. et al., 198! ;
Ghadessy F. J. et al., 1989 ; Ong Y. C. et al.,, 2067"). Inoltre esistono
mutazioni che determinano una disfunzione di ARim@con alterazione della
spermatogenesi e fenotipo normale (Yong E. L. et2610¢**; Loy C. Y. And
Yong E. L., 2001). In letteratura sono descritté @i 300 mutazioni a livello di

AR che possono spiegare il 2% dell'infertilita miite (Wang Q. et al., 1988 |
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Ghadessy F. J. et al., 1989 Hiort O. et al., 2008”). Di queste solo 23 sono
localizzate in corrispondenza del dominio trangatiie, essenziale per la
funzione del recettore, in quanto, dati in vitra@igcano che una sua delezione
produce una proteina non funzionale (Jenster @L.e199%%). Sempre a livello
del domino transattivante, e presente la triple#ds, codificante per un “repeat”
polimorfico di glutammine (Tut T. G. et al., 199% Yoshida K. I. et al., 199%";
Mifsud A. et al., 200%¥). La lunghezza dei “repeat” CAG dipende dall’onigi
etnica: 8-30 tra gli individui bianchi americant38 tra gli europei e 11-31 tra gli
asiatici (Rajpert-De Meyts E. et al., 2689.

L’analisi del numero di ripetizioni CAG nella popaione degli infertili ha dato
risultati contrastanti. Nelle popolazioni austrafanordamericane e giapponesi €
stata riportata un’associazione positiva tra laghezza delle ripetizioni CAG e
infertilitd maschile (Edwards et al., 1992; Landeak, 2008"), ma nei paesi
europei questo risultato non é stato confermatové@man et al., 1998). Questa
diversita di risultati puo essere spiegata ipotirlrache la costituzione genica
europea € piu tollerante la diversita funzionalkAlR risultata dai polimorfismi,
basso numero di campioni esaminati, gruppi di adletmon adeguati, criteri di
inclusione non idonei o problemi legati alla diffate storia etnica. Inoltre, poiché
un’alterazione della spermatogenesi pud avere iolga multifattoriale, una
minore sensibilita del’AR pud diventare un fattgratogenetico importante solo
guando sono presenti altri fattori che influenzaegativamente questo processo.
Pertanto alcuni autori riportano che I'associazidree la lunghezza dei CAG
repeats e linfertilita potrebbe essere valida peo specifico gruppo etnico ma
non necessariamente lineare se venisse estesdivaise etnie (Nenonen et al.,

2010°%%).
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Studi in vitro dimostrano I'esistenza di una correlazione invérada lunghezza
dei CAG “repeat” e la funzione di AR: una maggiespansione dei CAG causa
una diminuzione lineare della funzione transattigatel recettore (Chamberlain
N. L. et al., 199%°). Alcuni lavori riportano che “repeat” corti soassociati con

il tumore della prostata (Giovannucci E. et al.93%"). Questo & in disaccordo
con la tesi del lavoro pubblicato recentementeuimon vi e alcuna associazione
tra la lunghezza dei CAG “repeat” e il rischio @incro alla prostata. E, quindi,
che la conoscenza della lunghezza dei CAG “repeati fornisce alcuna
informazione clinicamente utile per predire il hgx di cancro prostatico (Price
D. K. et al., 2016°).

In accordo con la correlazione inversa tra la lwzgla dei “repeat” CAG e la
funzione di AR, diversi studi coinvolgenti individdi Singapore, Australia, nord
America e Giappone indicano che i CAG “repeat” hinghi sono associati ad
un'alterazione della spermatogenesi (Tut T. Galet1997": Dowsing A. T. et
al., 199%°: Yoshida K. I. et al., 1998": Mifsud A. et al., 200%%:; Patrizio P. et
al., 200£™: wallerand H. et al., 208¥). Questi risultati non trovano riscontro
con studi che prendono in considerazione la popwmiazeuropea (Rajpert- De
Meyts E. et al., 200%)).

Altri autori dimostrano una relazione tra una diodione della spermatogenesi e
una moderata espansione delle triplette CAG (Casellet al., 200%"). Questi
dati sono in disaccordo con altri studi in cui neano emerse differenze
statisticamente significative tra i pazienti infieed il gruppo di controllo (Ferlin

A et al., 20041,
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Nel 2000 Irvine R. A. suggerisce che un aumentdadiinghezza dei CAG
“repeat” potrebbe interferire sull'interazione trdominio aminoterminale e il co-
attivatore p160, diminuendo I'attivita transattit@lel recettore.

Altri studi riportano una correlazione tra I'espmme delle triplette CAG e la
morfologia nemaspermica, dimostrando che in pazoemt teratozoospermia si ha
un aumento del numero delle ripetizioni CAG (Miteti D. et al., 200%47).
L’espansione o la diminuzione di sequenze ripatetta regione codificante di un
gene e implicato in un crescente numero di patelogiespansione di triplette
sembra essere una forma di instabilita dei mictellgaassociata a diversi tipi di
tumori nelluomo, compreso il TGCC. Il recettoregtieandrogeni presenta, a
livello dell’esone 1, due siti polimorfici la cuuhghezza dipende dal numero di
triplette CAG e GGN. Cambiamenti nella lunghezzhm#imorfismo CAG nel
gene del recettore degli androgeni AR, che puoapered alterazione nella
transattivazione del gene AR, sono stati implicedilo svolgere un ruolo nella
patogenesi di diverse forme di tumori endocrininedisordini riproduttivi. In
letteratura sono presenti studi in cui sono staam@nate le variazioni di
lunghezza del tratto poliglutamminico del recettarglrogenico (AR) rispetto al
rischio di insorgenza del tumore del testicolo.

King et al., (1997) hanno studiato I'espansione delle triplette CA&Hanlinea
cellulare derivante dalla neoplasia testicolargpaché, la lunghezza del tratto
poliglutamminico puo essere alla base di alcuni dasreditarieta del tumore del
testicolo, é stato estratto il DNA da cellule ddifeea germinale da 5 parenti di
pazienti e, pertanto, predisposti al tumore. Eastsservata una espansione del
tratto CAG in 5 su 11 pazienti con patologia nesita testicolare. Inoltre un

aumento della lunghezza del tratto CAG é statorease nei 5 familiari dei
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pazienti neoplastici. Queste osservazioni aumentdeo possibilita che
I'espansione del tratto poliglutamminico del reocedtdi AR sia ereditabile e che
possa avere un ruolo nella tumorogenesi testicoBeeMeyts et al.,(2002)
hanno studiato 102 pazienti con tumore del testieofl10 controlli. Non sono
state notate differenze nella distribuzione dei C&& i due gruppi di studio,
nessuna differenza tra numero di CAG e istologldutaore testicolare e nessuna
associazione con la stadiazione neoplastica. Gmamcet al.,(200%) ha studiato

il numero di ripetizioni CAG/GGN in 83 pazientirtdumore del testicolo e 220
controlli. I numero medio di CAG o GGN non diffece tra TGCC e controlli. La
proporzione di uomini con CAG>25, valore indicatiti riduzione della
sensibilita agli androgeni, € significativamentel gbassa tra pazienti con
seminoma e con tumore misto rispetto ai paziemtitamore non seminomatoso e
i controlli. La media della lunghezza dei CAG e pillia se il tumore presenta
metastasi alla diagnosi. | polimorfismi di AR noans associati al rischio di
insorgenza e di sviluppo di TGCC, ma tratti lungliripetizioni CAG (>25),
associati ad una ridotta sensibilitd androginicaospiu frequenti in pazienti con
istotipo tumorale non seminomatoso; per cui un’'akasibilita agli androgeni
predisporrebbe le cellule CIS alla trasformaziameeminoma; mentre una bassa
sensibilita faciliterebbe il passaggio CIS tumoom rseminomatoso. Questo € il
primo studio che mostra una associazione tra pofismo di AR e sitologia
tumorale, cosi come con la progressione della pgial La lunghezza delle
ripetizioni CAG sembrerebbe correlata con al preafssenza di metastasi alla
diagnosi: esisterebbe un impatto delle gonadoteopidegli steroidi sessuali nello
sviluppo del CIS in tumore invasivo, cosi come aaltescita della neoplasia e

nella capacita di metastatizzare. Un paziente @alqyia tumorale testicolare e
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considerato geneticamente predisposto a tale r@apkanomalie testicolari sono
associate con infertilita e con rischio aumentatimihore del testicolo. Mutazioni
o delezioni nel genoma mitocondriale sono implicate alterazioni degli
spermatozoi. Il DNA mitocondriale si replica e wemiparato dalla DNA
polimerasi¥, la cui subunita catalitica e codificata dal g¢P@®LG. Rovio et
al., (2001 e Jensen et al.,(206%) hanno dimostrato esistenza di  un
polimorfismo del micro satellte CAG nel gerffOLG che e associato ad
infertilita maschile: 'assenza di uno o di entrargh alleli € piu frequente negli
uomini con ridotta fertilita rispetto ai controfiertili. Partendo dal presupposto
che disordini del tratto riproduttivo maschile pmss un fattore di rischio per il
tumore del testicolo, nel 2005 Nowak et EPYY hanno studiato la variazione delle
triplette CAG nel gend’OLG in 49 pazienti con neoplasia e 55 controlli. La
frequenza del genotipo wild-type omozigote in udmpolacchi sani e
significativamente diversa rispetto alla popolaeia@uropea, in accordo con gli
studi che affermano che I'etnia diversa determinadiverso numero di CAG. |l
polimorfismo della DNA polimerasi € piu frequente nei pazienti con tumore del
testicolo rispetto ai controlli. Questi dati supjamo la suscettibilita genetica del
tumore del testicolo e indicano il polimorfismo oubndriale del gene della
DNA polimerasiy come possibile candidato. Nel 2008 Biggs &’al hanno
esaminato se il rischio di TGCC fosse associatoidiwelli sierici di 11 pesticidi
organoclorati, incluso il p,p’-DDE, e se l'assodctare p,p’-DDE-TGCC fosse
modificata dei tratti polimorfici CAG o GGN nel gerdel recettore androgenico
AR. Sono stati studiati 246 pazienti con tumoretdsticolo e 630 controlli. Tutti

| pazienti sono stati sottoposti ad un questioneoio informazioni demografiche,

mediche e sullo stile di vita; i pesticidi sonotisdosati sul siero tramite gas-
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cromatografia spettrometria di massa ad alta rsohe; lo studio dei
polimorfismi e stato fatto su DNA genomico. Norstato osservato un pattern
chiaro tra rischio di insorgenza TGCC e concentrazidi nessuno dei pesticidi
organoclorati dosati; il rischio associato con’fQPE € modificato da un
genotipo CAG (<23) o0 GGN (<17). Questo studio famisce dati che possano
supportare lipotesi che I'esposizione a pestiaganoclorati € associato a
rischio di insorgenza di TGCC. Nel 2011 sono stabndotti due lavori
relativamente alla variazione del polimorfismo gehe AR e rischio di neoplasia
testicolare. Il primo studio & di Vastermark et&l.che hanno considerato 367
pazienti con tumore del testicolo e 214 controlpolimorfismi di AR potrebbero
essere coinvolti nella interazione gene-ambientaeesiando la suscettibilita agli
effetti degli interferenti endocrini. Da un punto \dsta biologico i risultati di
questo studio rafforzano l'ipotesi della importardela azione degli androgeni
nella eziologia e nella patogenesi di danni tekitoIn questo studio una
maggiore lunghezza di CAG non é predittiva delhiecTGCC, come affermato
in studi precedenti. Nel secondo lavoro di Davi®Raal.!” & stato studiato se
variazioni della funzione del polimorfismo CAG irRAe associato con il rischio
di insorgenza del TGCC. Sono stati reclutati 27§getti con tumore del testicolo.
In questo lavoro e stata notata una associazi@tstgtamente significativa tra
lunghezza di ripetizioni CAG e rischio di tumorestitito in istotipi, suggerendo
che un aumento della attivita trascrizionale di AR essere implicato nello
sviluppo del seminoma e/o progressiona da CIS i@CQDistinguendo in istotipi

il tumore del testicolo risulta che: i pazienti domore non seminomatoso hanno
un numero medio di CAG maggiore rispetto ai cofifropazienti con seminoma

hanno un numero medio inferiore ai controlli. Quesultati dimostrano che i
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composti presenti in natura, che mimano l'azioeglidandrogeni, possono
contribuire allaumento di incidenza di TGCC edriticano, per la prima volta,
un potenziale pathway biologico che possa influemzseminoma rispetto al
tumore non seminomatoso, distinzione importanterdaunto di vista biologico e
clinico. L’associazione rischio seminoma e bdssghezza CAG, quindi, piu
alta attivita transattvazione AR, indica che illoudi AR nel tumore del testicolo
e piu complesso della sola mediazione degli andiogei gonociti, nelle cellule
CIS e nelle cellule del Sertoli. Per esempio Kirtstet al., (2008%) hanno
osservato un differente stato di metilazione nenisemi rispetto ai tumori non
seminomatosi. Looijenga et al.,(1$3% hanno identificato nel tessuto di pazienti
con TGCC due siti Hhal in AR che metilano nei tummn seminomatosi,
mentre non sono metilati in tutti i seminomi. Sarlatilazione di AR € associata
con il silenzia mento nei TGCCs, questo suggergee l'attivita di AR € piu
comune nei seminomi. E plausibile, quindi, che dtgala fase adulta dello
sviluppo di TGCC, una bassa lunghezza di ripatiz@®AG, e una piu alta trans
attivazione, possono determinare la progression€l8an seminoma; il silenzia

mento di AR determinerebbe la progressione in eomsoma.

| tumori del testicolo sono formati da diversi tigiologici. Piu del 90% si origina
dall'epitelio germinativo dei tubuli seminiferi aaddo a formare il gruppo di
tumori a cellule germinali. | restanti tumori corapdono il gruppo di tumori non
germinali. | tumori a cellule germinali si possodigtinguere in seminomi e non
seminomi distinzione fondamentale per la prognosiper il trattamento
chiemio/radioterapico. | seminomi possono presemtla variante tipica,

anaplastica e spermatocitica che differisce dalisg due per aspetti clinici e

92



istologici. | tumori non seminomatosi comprendonarcmoma embrionale,
tumore del sacco vitellino, coriocarcinoma e terao | tumori si possono
distinguere anche in base al numero di tessutioitm coinvolti: singolo tipo
istologico (tumori puri) rappresentano circa il 4@4utte le neoplasie; il restante
60% é formato da due o piu tipi istologici (tumaonisti) la cui prognosi dipende
dai tessuti che costituiscono il tumore. | tumodedlule germinali del testicolo si
formano da lesioni preinvasive presenti all'interh& tubuli seminiferi, da una
cellula germinale totipotente. Le cellule indiffemate intratubulari configurano
la neoplasia intratubulare a cellule germinali ffedenziata detta carcinoma in
situ (CIS), localizzata all'interno della membrabasale del tubulo seminifero.
Questo tipo di neoplasia ha una probabilita del Sfi%rasformarsi in tumore
invasivo entro 5 anni dalla diagnosi. L’ipotesi piccreditata sulla istogenesi dei
tumori a cellule germinali del testicolo e che tadoplasie deriverebbero da una
cellula germinale totipotente che , normalmente,ogdi divisione mitotica da
origine ad una cellula che procede nel processdiffirenziazione e porta alla
formazione di spermatozoi maturi ed un’altra celluthe mantiene le
caratteristiche di partenza. | processi di formagiodei tumori possono
coinvolgere entrambe queste linee cellulari e datare, quindi, la formazione di
tumori seminomatosi e di tumori non seminomatasigliesto secondo caso la
cellula puo rimanere indifferenziata determinanddidrmazione del carcinoma
embrionale oppure subire un processo differenzatbhe potra svilupparsi nel
senso di linee cellulari embrionali e generarearatbma o un teratocarcinoma, o
di linee extraembrionali, che danno origine al eocarcinoma o al tumore del
sacco vitellino. In Italia il tumore del testicalappresenta il 1-2% di tutti i tumori

maschili ed € la neoplasia piu frequente tra i Q8ahni. Esistono notevoli
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differenze geografiche nell'incidenza e nel tremdndremento dell’incidenza di
guesta neoplasia, anche tra Paesi limitrofi e d@ofazioni simili; cio pud essere
spiegato da fattori genetici o da possibili esposiz a fattori ambientali.
L’eziopatogenesi del tumore del testicolo € scombac sono stati individuati
fattori predisponenti quali criptorchidismo, tumasticolare contro laterale e
storia familiare di neoplasia testicolare. Il coghidismo incrementa di 2-4 volte
il rischio di degenerazione neoplastica. La presbgpone familiare si riscontra
nel 2%dei casi: fratelli di pazienti con cancro takticolo hanno un rischio
aumentato di 6-10 volte maggiore di svilupparetéssa patologia. Esisterebbe,
quindi, una suscettibilita genetica importante an@kiologia di questa neoplasia
che non puo essere spiegata, solamente, da fatdxientali. Nel 2000 Rapley et
al., hanno studiato 134 alberi genealogici, conpuocasi di tumore del testicolo,
dimostrando associazione di questa neoplasia clmeus Xq27. Questo locus e
suscettibile al tumore testicolare. Nel 2006 I'migtional Testicular Cancer
Linkage Consortium ha studiato 237 alberi genealoglimostrando una
associazione tra tumore testicolare e 6 “regiomogache di interesse”. Per
guesta patologia é stato dimostrato anche un stibdégato alla duplicazione del
braccio corto del cromosoma 12. Numerosi lavorineamalutato i polimorfismi
genici coinvolti nella modulazione del meccanismio agzione degli ormoni
sessuali. E stato ipotizzato ,infatti, che I'ingbitga agli androgeni sia un fattore
di rischio del tumore testicolare. La diversa luegta delle triplette ripetute CAG
potrebbe avere un ruolo nell'insorgenza di talepfema. Il numero delle triplette
varia con etnia per cui la razza africana ha unerormferiore di ripetizioni CAG
e, quindi, una minore incidenza di neoplasia teke rispetto alla razza

Caucasica. | dati presenti in letteratura perd spaohi e contrastanti. Studi
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epidemiologici hanno incoraggiato varie ipotesiokxjiche per I'insorgenza di
tale patologia. Alla fine degli anni '70 e statoposto che i livelli di estradiolo
nelle donne in gravidanza giochino un ruolo crittharante la vita fetale nella
carcinogenesi testicolare. Dagli anni '80 la rieestlla eziologia si e focalizzata
sui fattori pre-perinatali. In questi anni € stat@posta come causa di tumore
testicolare l'esposizione fetale ad ormoni esoged in particolare al
dietilstilbestrolo, estrogeno steroideo utilizzatopassato per prevenire aborti e
complicanze durante la gestazione. Ancora una \wate stati ottenuti risultati
contrastanti. Anche i fattori postnatali tra cuifattori ambientali sono stati
associati al rischio di tumore del testicolo. Ittdeatura sono presenti diversi
lavori che hanno associato dieta con tumore déictds. Garner et al., (2003)
hanno dimostrato che una elevata assunzione idirtag di grassi e correlata con
un maggiore rischio di tumore testicolare. Il lagte suoi derivati contengono
estrogeni e progesterone, ormoni che vengono ads@cin I'insorgenza della
neoplasia testicolare. L'infertilita maschile étatahiamata in causa da alcuni
autori che la indicando come possibile fattoreisthio per il tumore testicolare.
Sono state fatte diverse ipotesi per spiegare razittne della spermatogenesi:
esposizione in utero ad estrogeni sintetici, egpmse ad inquinanti ambientali,
alterazioni ormonali e fattori immunologici. Di piaolare interesse € il ruolo
degli inquinanti ambientali che possono interfedon il bilancio ormonale dei
soggetti durante la vita postnatale e determinaliéadulto infertilita e tumore del
testicolo. La “teoria della maggiore impregnazioestrogenica” € l'ipotesi
patogenetica attualmente piu accreditata. SharpeSkakkebaek (1993)
propongono la “sindrome di disgenesia testicold®$) legata alla esposizione

ad estrogeni ambientali denominati endocrine dismspEDCs o interferenti
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endocrini e ad una suscettibilita genetica a questtanze chimiche. Questa
sindrome insorgerebbe precocemente, durante ilgppariodo della vita fetale
ovvero quando si forma il tratto riproduttivo maehe potrebbe indurre scarsa
qualita dell'eiculato (intesa come concentraziomagtilita e morfologia
spermatica), neoplasia del testicolo, il criptodtdino (mancata discesa dei
testicoli nello scroto) e l'ipospadia (o sboccomalo del canale uretrale). Questa
tendenza al peggiormanto € in relazione all'annuadcita: i pazienti delle coorti
piu vecchie hanno una migliore salute riproduttikea soggetti piu giovani. Le
ragioni sono ignote, ma la rapidita del cambiamesit@ma in causa fenomeni
ambientali si sospettano composti chimici ad azienéocrino-simile/clastica
(che simulano I'azione di ormoni). Si sostiene ghesti composti, attraverso una
azione diretta sulle cellule di Sertoli (celluleecinducono la maturazione degli
spermatozoi) e/o di Leydig (cellule che producohtestosterone), potrebbe ad
alterazione della differenziazione delle cellulecdaoriginano gli spermatozoi. Si
e individuato che alcuni di questi composti alterémsviluppo del testicolo e dei
suoi annessi. Secondo questa ipotesi, quindi, ésegmza o I'esposizione ad
estrogeni ambientali determinerebbe una alteraziefie cellule primordiali nella
cascata differenziativa spermatogenica; cio pdrterealla formazione di cellule
che dopo la nascita possono trasformarsi in maleghevolvere in carcinoma in
situ. L'impregnazione di estrogeni puo essere s#&oa ad una maggiore
assunzione di ormoni o causata da uno sbhilancioowale endogeno. Il
dietistilbestrolo (DES) e stato usato per circaaB@i per prevenire aborti. Studi
successivi hanno evidenziato che questo estrogatetisco aumentava il rischio
di malformazioni testicolari, sviluppo di cisti elimarie e alterazioni della

spermatogenesi. Tra gli EDCs i pesticidi organaatioe i bifenili policlorati
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(PCBs) sono inquinanti organo clorati (POPs), lippfe persistenti, utilizzati
nelle decadi passate nelle industrie, nei prodioitonsumo fino ai primi anni '80
quando il loro utilizzo e stato messo al bando meiteando un decremento della
concentrazione di questi composti nel siero. Somataeninanti ubiquitari e si
accumulano a livello del tessuto adiposo. Gli imquiti organo clorati sono stati
un interessante oggetto di studio in quanto congmea il DDT ovvero il primo
pesticida sintetico vietato nei primi anni '70,lialia e stato vietato 30 anni fa, ma
la sua produzione €& continuata fino agli anni '96fatti, studi recenti mostrano
livelli appena percepibili in alcune derrate alirteen I| DDT mima I'azione degli
estrogeni in quanto si lega al recettore estrogenentre il p,p’-DDE, suo
principale metabolita, ha azione antiandrogenicBOE si accumula nel tessuto
adiposo degli animali e del’'uomo compreso neiitesit fegato e mammella; puo
modificare il sistema endocrino e stimolare tunwrnone-dipendenti. || DDE e
piu persistente nell’ambiente rispetto al DDT ed uraa emivita nel plasma
sanguigno di circa 10 anni. Ayotte et al., (20(Hauser et al., (2003), Aneck-
Hahn et al., (2007) hanno evidenziato una relazioa DDT/DDE e alterazioni
della spermatogenesi, ed in particolare una dimiooe della concentrazione
nemaspermica, della motilita e della morfologiaoasta all'’esposizione con
DDT/DDE. Due lavori sono stati condotti su popotesi esposte ad alte
concentrazioni di PCBs derivanti da contaminazrdevanti di diossine. Il primo
lavoro & stato condotto da Guo et al., (2H)0n seguito all'incidente di Yusheng
(Taiwan-1979). La popolazione, e quindi le donngravidanza, € stata esposta
perché ha ingerito cibo contenente olio contamimatBBCs e furani. Lo studio
ha dimostrato che I'esposizione in utero a questtasze altera la funzione

riproduttiva. Il liquido seminale dei bambini espomostra una percentuale
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aumentata di anomalie morfologiche, una ridottailiteole capacita di penetrare
uova di hamster. E stata dimostrata una ridottaitar

Mocarelli et al., (201%%) hanno studiato gli effetti della esposizione ptate a
diossina in relazione alla qualita del liquido seah e degli ormoni della
riproduzione. Il lavoro é stato svolto su 39 uomati tra 1977 e il 1984 dopo
I'incidente di Seveso (Milano) avvenuto nel 197& inadri di questi pazienti
sono state esposte a diossina in seguito all’im¢élell gruppo di controllo é
costituito da 58 uomini le cui madri sono stateos$p in maniera marginale alla
diossina. | risultati di questo studio indicano ¢lesposizione, in utero e durante
I'allattamento, a basse dosi di diossina puo rella qualita del liquido seminale.

| PCBs sono composti sintetici, lipofilici, pes&nti, utilizzati fino agli anni '70
nei prodotti di consumo e industriali. Sono inquitheambientali ubiquitari, si
accumulano nel tessuto adiposo e sono rilevabifiana, nell'acqua, nei fondali
marini, nei pesci e negli animali. La principalefe di esposizione é attraverso |l
cibo contaminato (pesce, carne,latticini), ha umaviéga da 7 a 30 anni. Il 90%
delle esposizioni ai PCBs avviene tramite ingestidnpesce, carne e latticini; le
proporzioni dipendono dalle abitudini alimentarildgopolazione in esame. Un
alto consumo di grassi e di latticini &€ associatb usm aumentato rischio di
insorgenza di neoplasia testicolare. Il consumpedice &€ associato positivamente
con i livelli sierici di composti organo clorati,seno stati osservati effetti negativi
sulla riproduzione sia su animali che sull’'uomo.rtoet al., (2008*) hanno
dimostrato che rischi riproduttivi sono associatiuema dieta ricca di cibo vegetale
Su cui si avrebbe un accumulo di pesticidi residitbestrogeni con proprieta
estrogenica e antiandrogenica. Nel 1991 I'Inteamati Agency for Research on

Cancer (IAR®®) considera “vaporizzare e applicare insettididite dmplicano
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esposizione come potenzialmente cancerogeni panghali e per 'uomo. Ad
eccezione di individui esposti a tali sostanze pmeotivi occupazionali;
I'esposizione puo avvenire attraverso I'uso dongeséi nel giardinaggio di organo
clorati. Zahm et al., (1998"); Menegaux et al.,(2068)) e Ward et al., (200%")
hanno dimostrato che I'esposizione domestica agudispud essere associata a
leucemia.

I PCBs hanno proprieta estrogenica, antiestrogenieadroginica e
antiandrogenica. Hardell et al., (2683 hanno studiato 38 PCBs, p,p’-DDE,
HCB e clordani in 61 pazienti con tumore del tedtice 58 controlli. Gli autori
hanno analizzato gli stessi inquinanti anche imédliri dei casi e 45 dei controlli.
E stato dimostrato un aumento della concentrazeierca di cis-nonaclordano
nei casi con tumore testicolare, mentre la conagine di p,p’-DDE e i PCBs
non differiva tra i casi e i controlli. Nel siercelte madri dei pazienti &€ stato
rilevato un aumenti di inquinanti quali PCBs, HCBlerdani. Nessuna differenza
statisticamente significativa & stata notata netlacentrazione di p,p’-DDE nei
casi, nei controlli e nelle madri. McGlynn et &008°”) hanno dosato clordani e
p,p’-DDE in 754 pazienti con tumore del testicol®28 controlli. Gli autori
hanno dimostrato una associazione tra esposiziopg'@DE e insorgenza di
tumore testicolare. Il limite di questo lavoro éllmemancanza di indicazione
relativamente a come e quando sarebbe avvenufzo$esone a p,p’-DDE dei
soggetti affetti. Presumibilmente I'esposizionerpbbe essere avvenuta in utero o
durante l'allattamento, dato che il DDT puo attraaee la placenta ed e presente
nel latte materno. Dello stesso hanno ¢ il lavar®idgs et al., (2008): € uno
studio caso-controllo che valuta la relazione tnamdre testicolare e

concentrazione sierica di 11 pesticidi organo ¢iptea cui p,p’-DDE che agisce
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come antagonista del recettore degli androgeniata salutata la variazione delle
ripetizioni CAG nel gene AR per definire se potesstuenzare il rischio di
insorgenza di neoplasia del testicolo in assoamzicon il p,p’-DDE. | risultati
non mostrano correlazione tra pesticidi organo atioe neoplasia e non
dimostrano che il rischio di tumore associato alEDipssa essere modificato dai
polimorfismi del recettore androginico. INUENDO & progetto basato su uno
studio epidemiologico su larga scala che valut#iviga di xenormoni (ER, AR) e
di composti diossin-like (AhR) nel siero tramit&idJX. Bonde et al.,(2008™)
hanno sintetizzato le principali scoperte relatieate all'impatto di POPs sulla
funzione riproduttiva umana. E stato usato con ldeta con questionario e
informazioni biologiche di 2,269 donne e il lorongpagno in 18 pubblicazioni
relativamente a 4 popolazioni. Lo studio non faraisevidenze dirette della
attivita ormone-simile dei PCBs, del CB-153, dep{DE, cosi come la
concentrazione sierica di questi composti non elaemente associata all’azione
endogena o esogena nel siero. Nonostante cio satiadentificati collegamenti
tra I'esposizione a POPs e biomarkers della furerguroduttiva maschile:
e alti livelli sierici di CB-153 e bassa conta spetitea in uomini con
numero basso di ripetizioni CAG
» alta concentrazione sierica CB-153 e decremerita amtilita spermatica
e una indicazione di ridotta attivita detlaglucosidasi nel plasma seminale
* idanni alla integrita cromatinica spermatica € mé&equente negli Inuit
rispetto ai gruppi europei e solo in quest'ultich@anneggiamento della
cromatina é in relazione ai POPs.
| POPs , quindi, possono influire sulla funziongreduttiva maschile senza un

grave impatto sulla fertilitd. | dati non fornisepoina evidenza diretta per EDs,
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per cui altri meccanismi devono essere presi insicemazione. Nel 2009
McGlynn et al., hanno valutato la possibile redaz tra PCBs e neoplasia
testicolare in 736 casi e 913 controlli. Sono datati 15 PCBs di cui 8 hanno
una relazione inversa con il rischio di insorgemiedla neoplasia testicolare,
mentre per altri non e stata rilevata associazitmeun recentissimo lavoro di
Giwercman (2011) e stato valutato se gli effetii B®Ps sulla attivita di AR e
dipendente dalla lunghezza dei CAGvitro. E stato testato I'impatto di CB-153,
4,4-DDE sul recettore ARs attivato dal DHT contete16,22 e 28 ripetizioni
CAG. Gli effetti di questi composti sono stati Valti singolarmente e insieme. La
singola esposizione a 4,4’-DDE ha effetti evidesuti recettore di AR contenente
16 ripetizioni CAG, mentre la variante piu lungavexo 28 CAG e piu sensibile
se esposta a due composti contemporaneamentenggguenza questi risultai
vitro confermano i daiin vivo: I'effetto della esposizione a PCBs sulla attidia
trans attivazione di AR dipende dalla lunghezza tatto CAG; i livelli di
soppressione della attivita di AR sono dipendeati tipo di esposizione e dal
numero di ripetizioni presenti. Giannandrea et(2011°%) hanno condotto il
primo studio sulla esposizione domestica ai peiteirischio di insorgenza della
neoplasia testicolare. In questo studio caso-chatsono stati considerati 50
pazienti con tumore del testicolo e 48 controllpakzienti sono stati sottoposti ad
un questionario dettagliato sulla esposizione a, G#lsegime alimentare e sono
stati dosati i pesticidi organo clorati, p,p’-DDE HCB. E stata trovata una
associazione tra TC , insetticidi domestici e hitelli sierici di OPs nei casi
rispetto ai controlli. Questo supporta i risultggresenti in letteratura che
suggeriscono che I'esposizione a OPs potrebbeeesselicata nella patogenesi

del TC.
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Scopo del mio progetto di ricerca e stato esamiriaraolo dei fattori genetici e
ambientali nell'incidenza del tumore del testicolel presente progetto ho
valutato 100 soggetti, di cui 50 pazienti affeth tumore del testicolo e 50
controlli. Lo studio é stato svolto eseguendo,ngacasi che nei controlli, esame
del liquido seminale per la valutazione della fieétie per valutare un eventuale
rischio di alterazione dei parametri seminali cdusla esposizione a EDC,
dosaggio sierico dip,p’-DDE, congeneri dei PCBs ed esaclorobenzene e
compilazione di un questionario. Quest'ultimo hanfto informazioni su fattori
prenatali, quali esposizione ambientale maternaamatteristiche biologiche,
esposizione ambientale e abitudini alimentari dggetti, tutti questi fattori sono
stati analizzati per valutare una possibile relagigon il rischio di insorgenza
della neoplasia testicolare. | dati, presenti iegja lavoro, dimostrano che una
maggiore esposizione @p’-DDE e a composti organo clorurati persistenti puo
essere associata con il rischio di insorgenza deltglasia testicolare. Tra i fattori
prenatali analizzati tramite questionario, & paksibsservare una relazione, non
statisticamente significativa, con una minore edladmadre in gravidanza,
minore paritd materna e piu alto peso alla nastita;i fattori postnatali ho
identificato una associazione, non significativa, tumore testicolare e minore
numero di fratelli, residenza in zone rurali, giaegygio e utilizzo di jeans stretti.
Importante notare un maggiore rischio di oligoz@vepa nei casi di tumore del
testicolo con piu alti livelli sierici dip,p’-DDE e POPs. Dati interessanti
emergono dall'analisi delle abitudini alimentaeirrdue gruppi di studio, Iin
particolare il consumo di latticini e pesce sonopassibile fattore di rischio per
I'insorgenza della neoplasia testicolare, mentreuato protettivo é stato rilevato

dal consumo di cereali, frutta e verdura.
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Data l'evidenza chep,p’-DDE agisce come antagonista del recettore degli
androgeni, ho esaminato se la variazione nel numhelte triplette CAG nel gene
di AR possano modificare il rischio di insorgenzala neoplasia associata con
esposizione a,p’-DDE.

Considerando il numero delle triplette CAG ho notatina differenza
statisticamente significativa (P=0.043) tra il goopdei pazienti affetti da
neoplasia e gruppo di controllo. Dati presenti ettdratura relativamente alla
lunghezza del tratto poliglutaminico e infertilino contrastanti e dipendono
dalle etnie. Una differenza non statisticamenteniativa € presente se si
considera la mediana delle triplette CAG (21) arigmetri seminali: nei casi un
numero CAG>21 e associato a migliori parametri saini mentre nel gruppo di
controllo i valori sono sovrapponibili.

Considerando i parametri seminali nei due grupstddio € possibile notare che
nel gruppo di controllo la concentrazione spernaatatale € maggiore rispetto al
gruppo dei casi, ma le differenze non sono steéistente significative (P=0.058).
Non é possibile stabilire se le alterazioni sefinal gruppo dei pazienti con
neoplasia testicolare siano dovute alla presenzade testicolare della patologia
0 erano pregresse. |l presente studio € uno ddii pvesenti in letteratura che
valuta la relazione tra inquinati ambientali e pae&ri seminali. Ho potuto
rilevare che una maggiore concentrazione siericaodtanze inquinanti organo
clorurate persistenp,p’-DDE e POPs sono associate ad alterazioni seminali ed
in particolare con una diminuzione della conta letaE40mil/mL) nei pazienti
con tumore del testicolo, tale differenza per pogdlori non € statisticamente

significativa. Esisterebbe, quindi, una tendenzaglidmquinanti ambientali a
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peggiorare la qualita del liquido seminale cosi eapotizzato nella Sindrome di
Disgenesia Testicolare proposta nel 1993 da Steaflakkebaek.

Questo studio in parte supporta I'ipotesi sul ruddmli interferenti endocrini nel
rischio di tumore del testicolo e suggerisce cha wmaggiore incidenza di
insorgenza di neoplasia testicolare nelle ultimeade pud essere dovuta
alllaccumulo di sostanze chimiche nell’ambienteridultati riportati sono in

accordo con gli studi condotti nel Nord Europa gln&/SA, ma & necessario
studiare maggiormente in lItalia il rischio di ingenza di questa patologia e il

trend.
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Tab 3 - Questionario

INFORMAZIONI GENERALI

Numero scheda individuale |_1 | | |

L]

Data intervista
I_I Caso |_I Controllo

Provenienza soggetto:
I_I Policlinico U. |

Modalita di somministrazione del questionario:
Intervista personale

DATI ANAGRAFICI

I_I Intervista telefonica Il

Data di nascita: HEvANErAEN
Luogo di nascita: Comune Provincia |_|_|
Residenza:
Indirizzo: , n. I
comune Provincia |_|_|
Abitazione attuale (se non coincide con la residenza):
Indirizzo: , n.o ]
comune Provincia |_|_|
Recapito telefonico: 1_1_1_L_VI_1L_I_1_1_1_1_I_1
Stato civile:
I_I Celibe I_I Coniugato |_I Divorziato I_I Vedovo
%  da quanti anni? I_I_Ianni
%  ha mai convissuto? I_I Si I_I No se,sidacheetal_| lacheetal_I_|
Titolo di studio:
I_I Elementare I_I Medie inf. I_I Medie sup. I_I Diploma univ. |_| Laurea I_I Altro
Servizio Militare:
I_I espletato indata I_I_I/I_1_I/I_1_I durata I_I_I mesi
Arma Corpo
Sede
Eventuali
spostamenti:
I_I riformato (specificare)
I_| esentato (specificare)
INFORMAZIONI SULLA RESIDENZA/DOMICILIO
1. Come definirebbe il suo contesto ab itativo ?

I_I Centro abitato
I_I Altro

I_I Periferia
(specificare)

I_I Zona agricola

I_I Zona industriale
I_I Non so

%  Nel raggio di 500 metri dalla sua abitazione sono p

I_| scali portuali
I_l impianti industriali (specificare)

I_I scali aeroportuali

resenti uno o piu dei seguenti siti?

I_I discariche |_I elettrodotti

I_I aziende agricole (specificare)

2. Ha mai vissuto in campagna? I_ISi

I_I No
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%  se, siin che periodo della sua vita e per quantot  empo? dal_I_lannidietaal_l_| annidi

eta

3. Ha mai usato prodotti antiparassitari?

I_ISi I_I No |_I Non so
% se si, effettuava miscelazioni? I_ISi I_I No
% utilizzava dispositivi di protezione? I_I Si I_I No
- se si, di che tipo? I_I guanti I_I mascherina I_| tuta I_I visiera
I_I altro

STORIA LAVORATIVA

4. Qual ¢ la sua professione attuale?

% In quale Ditta/Istituzione e comparto produttivo?

4. Qual e la sua mansione attuale?
5. Da quanto tempo esercita la sua mansione? I_I_IAnnil_l_I Mesi
6. Ha mai cambiato mansione? I_I'Si I_INo I_I Non ricordo

%  Se si, quali altre mansioni ha esercitato e per qua  nto tempo?

Mansione Anni Mesi Eta
1l (N dal_l lal_Ll
1l (N dal I lal_Ll
LIl Il dal_llal Il

7. Durante la sua attivitd manipola/ha manipolato s ostanze o prodotti chimici?

I_ISi I_I No I_I Non ricordo

% se si, quali sostanze/prodotti ( solventi, inchiost ri, colle, vernici, benzina, detergenti,

antiblastici, oli lubrificanti, ecc)?

Si No Non so
Il Il Il
Il Il Il
8. Ha esercitato altre professioni o mestierinelc  orso
della sua vita? I_ISi I_I' No I_I Non ricordo
professione: dal_I_lannial_l_l anni di eta
dal_l_Iannial_l_l anni di eta
9. Quale professione esercitava Sua mamma al moment o della gravidanza?
10. Quale professione esercitava Suo padre al momen  to della gravidanza?
ANAMNESI GENERALE
1. Con che tipo di parto € nato?
I_| parto naturale |_I parto cesareo programmato (specificare)
I_I non ricordo I_| parto cesareo d'urgenza (specificare)
2. E nato prematuro? I_ISi I_I' No I_I Non ricordo
% Se si, di quanti mesi? I_I_I mesi
3. Ricorda dove vivesse sua madre nel periodo della sua gravidanza? I_ISi I_I No
Comune: Provincia |_|_|
4. Quando € nata sua mamma? VARV
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5. Data di nascita del padre? VARV

6. Qual’era il suo peso alla nascita?
|_1<2,5Kg I_12,5<1_I<4Kg |_I>4kg |_I Non ricordo

7. E stato allattato al seno? I_ISi I_I' No per quanto tempo?
8. E figlio unico? I_ISi I_I No

% Se no, quanti fratelli/sorelle ha? I_I_I fratelli I_I_I sorelle

%  E gemello? I_ISi I_I No

% Sesi, I_l omozigote |_| eterozigote

9. Soffre o ha sofferto di una delle seguenti con  dizioni?

Non

Si No o sede
1. Ipospadia Il Il Il
2. Testicolo ritenuto I_I Il I_I I_I Sx I_I Dx
3. Criptorchidismo I_I Il I_I I_I Sx I_I Dx
4. Ernia inguinale I_I Il I_I I_I Sx I_I Dx
5. Acne giovanile I_l Il I_l
6. Varicocele I_l Il I_l I_I Sx I_I Dx

10. Nell'infanzia ha contratto le classiche malatti e esantematiche?

I_I Si, tutte I_I Si, alcune I_I No

I_l_I mesi

E stato trattato? A che eta Acheetae

|1 Si
|1 Si
|1 Si
L_ISi
LISi

insorto?

I_I No L1l L1l
I_I No L1l L1l
I_I No L1l L1l
I_I No L1 L1l
I_I No L1 Ll

I_I Non ricordo

- Se si, quali ha contratto e a che eta (Es. Pertoss e, Parotite, Rosolia, Morbillo, Varicella, ecc.)?

Si No Non ricordo
1. 11 Il Il
2. Il Il Il
11. Soffre di qualche malattia cronica? I_ISi I_I No

% se si, specificare quale e a che eta & insorta

12. E portatore di qualche difetto/malformazione co  ngenito?
I_ISi I_I No I_I Non so

% se si, specificare quale

13. Ha mai subito interventi chirurgici? I_I'Si I_I' No

& sesi, in quale sede e a che eta?

14. Ha fatto esami radiologici al bacino __ prima della diagnosi di tumore?
I_ISi I_I' No I_I Non ricordo

%  se si, per quale motivo e a che eta?

15. Ha subito traumi fisici__ nel corso della sua vita?
I_ISi I_I' No I_I Non ricordo

& sesi, in quale sede e a che eta?

16. A che eta é avvenuta la sua prima emissione spe  rmatica notturna?

A che eta Non ricordo

I_I_lanni 1|
I_I_I anni |1

|_I Non so

I_l_Ianni

I_I Non ricordo

I_l_Ianni

I_I_Ianni

I_l_Ianni
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I_I_I Annil_I Non ricordo

17. A che eta si & rasato per la prima volta? I_I_l'anni I_I Non ricordo
18. Nella sua famiglia ci sono altri casi di tumore  ? I_ISi I_I No
% Se si, specificare il tipo di tumore, il soggetto e I'eta
Tipo di tumore e sede Madre  Padre  Fratelli Zii
Il Il Il Il
Il Il Il Il
19. A che eta le e stato diagnosticato il tumore? I_I_lannidata: 1_I_1_I_I
STILE DI VITA
1. Fuma? I_ISi da che eta? |_I_lanni I_I No
dall’eta di I_I_I anni

% Se si, cosa fuma/fumava e quanto?

Cugini

I_I Non so

Nonni

I_I Ex-fumatore

I__I sigarette/sigari 1_I_I n°di sigarette/sigari al giorno |_I pipa I_I_I n°di pipe al
giorno
I_I altro
2. Ha praticato qualche sport nel corso dellasuav___ita? |I_ISi I_I No
% Se si, quale e per quanto tempo?
3. Come raggiunge il suo posto di lavoro?
I_I a piedil_I| in automobile  1_I in treno I_I'in autobus I_I'in bicicletta I_I motorino
4. Quante ore passa seduto durante una giornata
comprese quelle a casa? I_I_l'ore I_I non so quantificare
5. Da ragazzo si muoveva con moto/motorino? I_ISi I_I' No
6. Che tipo di abbigliamento é solito indossare
% Indossa spesso jeans aderenti _? I_ISi I_I No
& la biancheria intima che indossa & aderente _? I_ISi I_I No
7. Ha figli? I_I Si I_I No
& Se si, quanti 11
% | suoi figli sono stati concepiti prima o dopo la d iagnosi? I_I prima 1_| dopo
8. Ha qualche hobby? I_ISi I_I No
% Se si, specificare
I_I modellismoI_| restauro I_I lavori di falegnameria
I_| disegno/pittura |_| fotografia I_| altro (specificare)

Eta
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Abitudini alimentari
1. Come definisce il suo regime alimentare?

I_I Vegetaliano I_I Vegetariano |_I Onnivoro

2. Prima della diagnosi consumava quali alimenti e con quale frequenza?

. qualche volta al qualche volta a ogni piu volte al
Si No mese settimana giorno giorno

latte e derivati L L I_l I_l Il 11

frutta e verdura I_l I_l I_l I_l I_l I_l

Carne di maiale I_l I_l I_l I_l I_l I_l

Caffe Lo Ll Ll Il I

Cioccolata I_l Il I_l I_l 1_l I_l

Cereali I_l Il I_l I_l 1_l I_l

Pesce I_l I_l I_l I_l 1_l I_l

altro ] Il Il Il Il

CONSENSO ALL’INTERVISTA MATERNA

Ci autorizza ad intervistare sua madre?
I_ISi I_I No Recapito tel.

%  Se no, perché?

E possibile ricontattarla per eventuali ulteriori i nformazioni? I_I'Si I_I' No
NANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NNANNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
FINE DEL QUESTIONARIO

Intervista effettuata dal dott.

Data Firma

NANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NANANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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