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INTRODUZIONE

Crioconservazione 
dei gameti

Preservare la 
fertilità dei 

pazienti
Shock termico, stress osmotico, 

formazione di cristalli di 
ghiaccio intra- ed extra- 

cellulari

Utilizzo di AFPIII



MATERIALI E 
METODI

u Raccolta di 20 campioni di sperma à suddivisione 
in 7 aliquote:

v 1 gruppo fresh (controllo fresco)

v 6 gruppi esposti a diverse concentrazioni di AFPIII: 
0 [controllo], 0.01, 0.1, 1, 5 e 10 µg/ml; processo di 
congelamento e scongelamento

u Analisi della motilità e della velocità

u Analisi della vitalità
l’ultima

L’ampiezza



MATERIALI E 
METODI

u Analisi dell’integrità di membrana (PMI) à test HOS

u Analisi della frammentazione del DNA (DFI) à test 
TUNEL

u Analisi delle specie reattive dell’ossigeno (ROS)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Rappresentazione di tipici rigonfiamento osservati negli spermatozoi umani 

sottoposti a stress ipo - osmotico (le aree più scure indicano le regioni 
rigonfie. 

 



RISULTATI

Valori più alti nel campione fresco, più bassi nei campioni congelati-scongelati, 
ma tra questi nel gruppo con 1 µg/ml di AFPIII tutti i parametri valutati sono più 
elevati
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RISULTATI

Valori in % di integrità di 
membrana

Livelli di ROS espressi in 
Relative Light Unit (RLU) 

per 106 spermatozoi 

Valori in % di DNA 
frammentato
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Fig. 1. Microscopic image showing sperm membrane integrity colored with
hypo-osmotic swelling test (HOST); (A) plasma membrane integrity, and (B)
plasma membrane un-integrity.
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Fig. 2. Evaluation of DNA damage with TUNEL using a fluorescence micro-
scope (Light green sperms indicate DNA damage (TUNEL+) and the red dots
show normal DNA (TUNEL-) in the sperms).
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CONCLUSIONE E DISCUSSIONE

Motilità, vitalità e 
PMI preservati

ROS e DFI diminuiti

In presenza di 1 µg/ml 
di AFPIII:

Danni maggiormente recati 
alla membrana cellulare

          utilizzo di GEYC

e al DNA per via dello stress 
ossidativo causato dai ROS

utilizzo di 1 µg/ml di AFPIII



CONCLUSIONE E DISCUSSIONE

Limitazioni delle AFP
• Costose
• Difficili da isolare

Miglioramenti possibili
• Produzione sintetica delle AFP
• Ulteriori studi con l’utilizzo di campioni umani

Zoarces americanus 



Abstract-Riassunto esteso

La crioconservazione dello sperma causa diversi stress tra cui lo shock termico, il danno osmotico e la 
formazione di cristalli di ghiaccio, riducendo così la qualità dello sperma. Pochi studi hanno valutato 
l’applicazione delle proteine AFP nella crioconservazione. Gli effetti della AntiFreeze Protein III (AFP III) 
nella crioconservazione dello sperma umano non sono del tutto chiari, quindi abbiamo condotto 
questo studio per scoprire le conseguenze del trattamento con AFPIII sui parametri dello sperma 
umano dopo la crioconservazione. Per prima cosa, sono stati valutati per 20 campioni di sperma gli 
effetti di varie concentrazioni di AFPIII (0, 0.01, 0.1, 1, 5, 10 µg/ml). I parametri dello sperma, come la 
motilità e la vitalità, sono stati stimati al fine di identificare una dose ottimale. Poi, i 20 campioni di 
sperma liquidi sono stati divisi in tre aliquote e diluiti in Glycerol-Egg-Yolk-Citrate (GEYC), un’aliquota 
conteneva sperma crioconservato senza AFPIII (controllo), un’altra la dose ottimale di AFPIII e una i 
gruppi freschi. Dopo lo scongelamento, i campioni sono stati valutati per l’integrità della membrana 
plasmatica (PMI), l’indice di frammentazione di DNA (DFI), le specie reattive dell’ossigeno (ROS) e i 
livelli di capacità antiossidante totale (TAC). Il trattamento degli spermatozoi con 0.01, 0.1 e 1 µg/ml di 
AFPIII ha incrementato la motilità e la vitalità degli spermatozoi rispetto al gruppo di controllo, ma le 
concentrazioni più alte sono risultate inefficaci. In conclusione, i risultati hanno mostrato che l’aggiunta 
al GEYC di AFPIII a 1 µg/ml ha migliorato motilità, PMI, vitalità e TAC e ha diminuito ROS e 
frammentazione del DNA dello sperma umano crioconservato rispetto al gruppo di controllo.
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