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RIASSUNTO

Premessa. | Disordini della Differenziazione Sessuale (DSD) sono un insieme di
condizioni congenite nelle quali lo sviluppo del sesso cromosomico, gonadico o
anatomico risulta atipico rispetto agli usuali processi embrionali. La nascita di un
bambino con DSD, oltre a rappresentare un’emergenza medica in alcune situazioni,
richiede strategie di gestione a lungo termine, coinvolgenti molte figure professionali
le quali devono avere la capacita di lavorare insieme alla famiglia per risolvere le
problematiche specifiche per le varie eta. Tra i vari DSD, la Sindrome da
Insensibilita Completa agli Androgeni rappresenta probabilmente la causa piu

frequente tra quelli con cariotipo 46, XY e fenotipo femminile.

Scopo della tesi. Analizzare I'assetto genetico in rapporto alle mutazioni del gene
AR, la provenienza geografica, il motivo di presentazione clinica, lo stato minerale
osseo, lo status dell’asse riproduttivo compresa I'eventuale esecuzione di un
intervento di rimozione delle gonadi, la gestione terapeutica in un gruppo di persone
con Sindrome da Insensibilita Completa agli Androgeni (CAIS), seguite presso 'UO
Pediatria Universitaria, Dipartimento Materno-Infantile, Azienda Ospedaliero-
Universitaria Pisana (AOUP) negli anni 2000-2015.

Pazienti e metodi. In questa tesi &€ stato condotto uno studio retrospettivo
monocentrico, includendo unicamente pazienti con DSD e cariotipo 46,XY e poi

focalizzandosi su quelli con diagnosi di CAIS.



Risultati. La diagnosi di CAIS é stata formulata in 51 pazienti. L’eta media alla prima
presentazione clinica é risultata di 12,7 + 7,1 anni, mentre I'eta media alla diagnosi
genetica era di 23,4 = 14,0 anni (ritardo di diagnosi molecolare di 11,2 £ 11,7 anni).
Sono state individuate 51 mutazioni del gene AR, localizzate su tutti gli 8 esoni che
lo compongono e sugli introni 1,4 e 6. Tra esse il 39,22% risultano essere
sostituzioni aminoacidiche; 33,33% mutazioni che portano alla formazione di un
codone di stop; 13,73% delezioni; il 1,96% mutazioni non-senso e I'11,76%
mutazioni determinano lo splicing di introni.

11 43,14% (22/51) delle mutazioni € risultata gia descritta in letteratura e riportata nel
database internazionale della McGill University, mentre il 56,86% (29/51) de novo.
Nella presente serie di pazienti, erano presenti 8 coppie di sorelle. E’ stato possibile
rilevare maggiore provenienza dalla regione Lombardia (n=9).

L'amenorrea primaria € risultata la principale causa di consultazione (n = 34,
66,6%), seguita dall’ernia inguinale bilaterale (n = 11; 21,6%); infine, una diagnosi
prenatale e avvenuta nel 5.9% per mismatch tra fenotipo femminile e cariotipo
maschile. Per quanto concerne lo stato minerale osseo, 10/51 persone
presentavano osteopenia e 10/51 osteoporosi. La maggior parte (n = 36) delle
pazienti & stata sottoposta a rimozione delle gonadi all'eta media di 15,7 + 10,8 anni;
30 pazienti (70,6%) sono state sottoposte a intervento chirurgico prima della
diagnosi definitiva. Dal punto di vista ormonale, le donne postpuberi con gonadi
rimosse presentavano uno stato di “ipogonadismo ipergonadotropo”. La
maggioranza di esse era in terapia ormonale sostitutiva con varie formulazioni di

estrogeni; due donne erano in terapia con testostoterone.



Conclusioni. La valutazione genetica di questo ampio gruppo di donne con CAIS
ha messo in evidenza la rilevante variabilita di mutazioni del gene AR, molte delle
quali non ancora descritte in letteratura, suggerendo una certa diversita nella
popolazione italiana. Una corretta diagnosi molecolare permette una migliore
gestione di tale patologia.

Questa tesi inoltre conferma che tra i motivi piu frequenti di presentazione clinica vi
sono l'amenorrea primaria in eta adolescenziale e l'ernia inguinale in eta
prepuberale. La gonadectomia ha rappresentato il principale fattore di rischio per lo
sviluppo di osteoporosi/osteopenia, mentre le pazienti che conservano le gonadi

presentano una migliore salute ossea.



1 -1 DISORDINI DELLA DIFFERENZIAZIONE SESSUALE

| disordini della differenziazione sessuale (DSD) rappresentano un gruppo
eterogeneo di condizioni ad alta complessita assistenziale caratterizzate da una
discordanza tra assetto cromosomico, sviluppo gonadico e fenotipo dei genitali
interni e/o esternit.

Queste condizioni, che risultano estremamente eterogenee dal punto di vista
patogenetico e clinico, possono infatti rendersi evidenti in epoca neonatale,
ponendo anche delle difficolta nel processo di attribuzione del sesso, oppure piu
tardivamente, durante I'eta prepuberale o in quella adolescenziale e adulta®3.

| DSD possono talvolta rappresentare un’emergenza medica in particolare quando
e associato un deficit della funzione surrenalica, anche se nella maggior parte dei
casi richiedono strategie di gestione a lungo termine, coinvolgenti molte figure
professionali (endocrinologo, genetista, chirurgo, psicologo, psichiatra), le quali
devono avere la capacita di lavorare insieme alla famiglia per risolvere le
problematiche specifiche per le varie eta*®.

La variazione di ognuna delle varie tappe del normale processo di differenziazione
sessuale in utero puo causare un DSD.

Nel presente lavoro di tesi, verranno sintetizzate la basi genetiche ed endocrine dei
46,XY DSD, ponendo particolare attenzione alla Sindrome da Insensibilita agli

Androgeni (AIS).



1.1 —IL PROCESSO DI DIFFERENZIAZIONE SESSUALE

La differenziazione sessuale € un processo multi-step, che inizia precocemente
durante la vita intrauterina, per raggiungere progressivamente il suo completamento
nel terzo trimestre di gravidanza.

La prima fase della differenziazione sessuale si ha al momento della fecondazione,
che determina il cosiddetto “sesso cromosomico” (46 XY oppure 46 XX). La
presenza di un normale cromosoma Y indirizza il successivo sviluppo delle gonadi

in testicoli, mentre in sua assenza le gonadi si differenziano in ovaie®’.

Verso la settima e l'ottava settimana di gestazione si stabilisce, invece, il “sesso
gonadico”. In tale periodo inizia la differenziazione delle gonadi maschili a partire da
strutture embriologiche bipotenziali, derivanti da un inspessimento del mesonefrio
coperto da epitelio celomatico® . Questo passaggio cruciale dipende da un
complesso network genetico, allinterno del quale € riconosciuto il ruolo
fondamentale ricoperto dal gene SRY (Sex determing gene of Y chromosome),
localizzato sul braccio corto del cromosoma Y e considerato il principale
“interruttore” della determinazione testicolare. Esso codifica per una proteina che
agisce come fattore di trascrizione mediante una cascata di eventi. La sua azione
viene potenziata da quella di altri geni autosomici quali WT1, SOX9 e SF1, mentre
una “over-espressione” di WNT4 e DAX1 ne inibisce I'azione® (Figura 1).

In una prima fase, SRY induce I'espressione di bassi livelli del gene SOX9 a livello
della cresta urogenitale; successivamente, SRY forma un complesso con un altro

fattore di trascrizione denominato SF1 (Steroidogenic factor-1), che lega il DNA a



livello di una specifica sequenza “enhancer’” denominata TESCO (Testis Specific
Enhancer of SOX9) localizzata a monte di SOX9, producendo un aumento
dell’espressione di questo fattore, che si manterra poi tramite un processo di auto-
amplificazione?®1!, SOX9 & in grado di promuovere anche la propria espressione in
modo da aggirare la necessita di una continua espressione di SRY, che agisce solo
per un breve periodo e poi viene silenziato: in sostanza, SRY e SOX9 funzionano
come una coppia “trigger-effector” nel processo di differenziazione da gonade
primitiva a testicolo? ( la cosiddetta fase di “determinazione sessuale”).

Nonostante i progressi nella comprensione dei fattori genetici che sono alla base di
guesto processo, le cui alterazioni possono determinare specifici quadri clinici, allo

stato attuale, una considerevole quota di DSD ha un’eziologia non ancora definita’.
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Figura 1. Panoramica dei geni e delle loro interazioni nella determinazione del sesso gonadico’.

Le frecce indicano I'attivazione del bersaglio a valle, mentre le linee con barra terminale ne indicano
la repressione. Questo complesso network genico puo portare all’espressione di geni come SRY, SF-
1, WT1 e SOX9 per la differenziazione della gonade bipotente in testicolo, mentre la loro repressione

unitamente all’espressione di geni con DAX1 o WTN4 indirizzano verso la differenziazione in ovaio.
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Se tale processo avviene normalmente, nel caso di un embrione XY, si sviluppera
quindi un testicolo, costituito da parenchima con cellule di Sertoli e cellule germinali,
e stroma, in cui si differenziano le cellule di Leydig?*?.

La successiva fase (“differenziazione sessuale” vera e propria) dipende dalla
produzione temporalmente e adeguatamente corretta degli ormoni prodotti dal
testicolo fetale unitamente alla risposta periferica a tali ormoni.

Le cellule di Sertoli producono 'AMH (ormone anti-Mulleriano), un ormone
glicoproteico responsabile della regressione dei dotti di Muller che nella femmina
danno origine a utero, tube di Falloppio e terzo superiore della vagina. Questa
molecola é secreta in elevati livelli dal periodo della determinazione testicolare alla
puberta e in bassi livelli successivamente in quanto inibita dagli androgeni.

In una prima fase la secrezione di AMH e attivata da SOX9 e potenziata da SF1 e
WT1 indipendentemente dal controllo delle gonadotropine, che agiranno solo

successivamente?,

Le cellule di Leydig producono testosterone e Insulin Like Factor 3 (INSL3).

Il testosterone, prodotto a partire dal colesterolo (Figura 2), grazie all'azione
coordinata di enzimi steroidogenici molti dei quali regolati da SF1, agisce
direttamente sulla differenziazione dei dotti di Wolff in epididimo, vasi deferenti e
vescichette seminali. Questo processo richiede alte concentrazioni di testosterone,
in assenza delle quali i dotti di Wolff vanno incontro ad involuzione. Il testosterone
agisce poi probabilmente sul sistema nervoso centrale determinandone un
imprinting in senso maschile. Il testosterone perifericamente viene convertito ad una

forma piu affine al recettore degli androgeni (AR), cioe il diidrotestosterone (DHT)
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ad opera dell’enzima 5-alfa reduttasi. || DHT rappresenta il principale responsabile
della virilizzazione del seno urogenitale e dei genitali esterni che si verifica tra la
decima e la quattordicesima settimana di gestazione, quando si completa la
differenziazione del “sesso fenotipico” di un embrione 46,XY 3.

INSL3 € un peptide regolato da hCG e LH, che agisce, insieme agli androgeni, sulla
discesa testicolare in sede scrotale e sullo sviluppo del gubernaculum testis; sembra
inoltre avere un ruolo nello sviluppo e nel mantenimento della massa ossea nella

vita postnatale!34,
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Figura 2. Steroidogenesi gonadica e surrenalica®
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1.2 - LA CLASSIFICAZIONE DEI DSD.

Negli ultimi anni del secolo scorso, si avverti da parte della comunita scientifica la
necessita di abbandonare termini come ermafroditismo e pseudoermafroditismi,
ritenuti poco conformi ai progressi degli ultimi decenni, e al tempo stesso
penalizzanti per i pazienti e fuorvianti per le loro famiglie. Cosi le societa scientifiche
di endocrinologia pediatrica americana (Lawson Wilkins Pediatric Endocrine
Society) ed europea (European Society of Pediatric Endocrinology) realizzarono
una Consensus Conference a Chicago nel 2006 con lo scopo di revisionare
nomenclatura, definizioni, classificazioni e gestione delle varie forme di ambiguita

dei genitali e dei disordini della differenziazione sessuale!? (Tabella 1).

Con la dizione DSD, secondo la Consensus di Chicago del 2006, si intendono tutte
guelle condizioni congenite nelle quali il sesso cromosomico, gonadico o anatomico
risulta non conforme rispetto agli usuali processi di sviluppo embrionario delle
gonadi e/o dei genitalil.

| DSD sono classificati sulla base dell’analisi del cariotipo e sotto-classificati in base

a caratteristiche cromosomiche specifiche e molecolari.

Quindi si identificano:

1. DSD da alterazioni del sesso cromosomico: in questo gruppo sono
comprese condizioni caratterizzate da alterazioni numeriche del cromosoma

X che determinano anomalie nello sviluppo delle gonadi:

14



e 45 X sindrome di Turner e varianti;
e 47,XXY sindrome di Klinefelter e varianti;
e 45 X/46,XY mosaicismi (disgenesie gonadiche miste o MGD);

e 46XX/46,XY : chimerismi .

2. 46,XY DSD:

e Disordini dello sviluppo gonadico (testicolare): disgenesia gonadica
parziale o completa (sindrome di Swyer); DSD Ovotestis; sindrome
da regressione gonadica;

e Disordini nella sintesi o nell’azione degli androgeni: disordini nella
biosintesi degli androgeni (come deficit di 178-HDS e difetto di 5a-
reduttasi), disordini nell’azione degli androgeni come la sindrome da
insensibilita agli androgeni completa (CAIS), parziale (PAIS) e
minima (MAIS), difetti del recettore LH, disordini del’AMH e del
recettore del’AMH (sindrome da persistenza dei dotti mulleriani);

e Altro: ipospadia severa; estrofia della cloaca; vanishing testis, ecc.

| 46 XY DSD rappresentano condizioni cliniche rare, nelle quali individui con
gonadi disgenetiche o differenziatesi in testicoli presentano un fenotipo
femminile o caratterizzato da vari gradi di ambiguita dei genitali interni e/o

esterni e/o non in accordo con il cariotipo 46,XY.

15



3. 46,XXDSD:

e Disordini dello sviluppo gonadico (ovarico): DSD Ovotestis; DSD
testicolare; disgenesia gonadica;

e Eccesso di androgeni: fetale (per deficit di 21-idrossilasi o 11[3-
idrossilasi), feto-placentare (per deficit di aromatasi), materno (per
luteoma o esogeno);

e Altro: estrofia della cloaca; atresia vaginale; agenesie/ipoplasie

mulleriane; anomalie uterine.

La principale causa di virilizzazione dei neonati 46,XX e sicuramente
l'iperplasia surrenalica congenita (CAH), che rappresenta anche la piu
frequente causa di ambiguita genitale ed € dovuta ad alterazioni (mutazioni
o delezioni trasmesse in modo autosomico recessivo) di geni deputati alla
sintesi di enzimi implicati nella formazione del cortisolo e dell’aldosterone?®.
La sindrome puo manifestarsi con differenti gradi di severita in relazione al
livello del blocco enzimatico. Il deficit di 21-idrossilasi € la causa piu

frequente, rappresentando oltre il 90% dei casi'®.
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Tabella 1. Classificazione secondo la Consensus di Chicago del 20062,




2 — LA SINDROME DA INSENSIBILITA’ AGLI ANDROGENI

2.1 — DEFINIZIONI E CLASSIFICAZIONI.

La Sindrome da Insensibilita agli Androgeni (AIS) e ritenuta la causa piu comune
dei DSD con cariotipo 46, XY 16,

La AIS & una sindrome genetica raral’, trasmessa con modalita X-linked, ad
espressione nel solo sesso maschile, dovuta a mutazioni a carico del gene di AR,
che codifica per il recettore degli androgeni; dunque il gene AR agisce in emizigosi
nel maschio®®. A causa di tali mutazioni si ha la sintesi di un recettore anomalo, per
cui gli ormoni androgeni hon possono esplicare, in parte o in toto, la loro azione a
livello dei tessuti bersaglio sia durante la vita intrauterina che in quella

postnatale'®19,

All'interno dell’ AIS si riconoscono (Tabella 2):

e La Sindrome da Insensibilita Completa agli Androgeni (CAIS) (vedi
dopo);

e La Sindrome da Insensibilita Parziale agli Androgeni (PAIS) (OMIM #
312300): si presenta con un ampio spettro di manifestazioni cliniche, e la sua
prevalenza non & conosciuta con certezza. Il fenotipo genitale di individui
con PAIS, varia ampiamente, a partire dalla sua forma piu grave, in cui si puo
manifestare un fenotipo quasi completamente femminile durante l'infanzia ed

evidenze di limitata reattivita agli androgeni solo durante la puberta, fino a

18



gradi marcati di ambiguita genitale 2°. | vari fenotipi sono riassunti in Tabella

22,

La Sindrome da Insensibilita lieve (mild) agli Androgeni (MAIS): & una
condizione estremamente rara. | genitali esterni delle persone che ne sono
colpite sono maschili normali. | soggetti affetti possono presentare voce
acuta, capelli radi, ginecomastia alla puberta, oppure una “ipo-virilizzazione”
in particolare del pene che si presenta di dimensioni inferiori alla norma??. La
spermatogenesi pud essere compromessa tanto che, in alcuni casi, l'unica

anomalia sembra essere l'infertilita maschile?3.
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Tabella 2. Classificazione clinica dei fenotipi AlS in accordo con Quigley et al, 19952,

Caratteristiche cliniche

Tipi di AIS Genitali esterni
CAIS Femmina normale
PAIS Predominante

Fenotipo femminile

Fenotipo ambiguo

Predominante fenotipo
maschile

MAIS Maschio normale

Fenotipo  femminile  con
assenza di peli pubici o
ascellari alla puberta.

Normale fenotipo genitale
femminile; peli pubici e/o
ascellari alla puberta
androgeno-dipendenti.

Essenzialmente fenotipo
femminile; orifici uretrale e
vaginale separati; lieve
clitoridomegalia o lieve grado
di fusione delle labbra.

Severa e limitata
mascolinizzazione; struttura
fallica intermedia tra clitoride
e pene; seno urogenitale con
orificio perineale e pieghe

labio-scrotali.
Predominante fenotipo
maschile; ipospadia

perineale; pene  piccolo;
criptorchidismo e/o scroto
bifido.

Lieve mascolinizzazione fetale
difettosa; ipospadia isolata
e/o micropene.

Infertilita con azoospermia;
ridotta
virilizzazione alla puberta.

20



2.2 — LA SINDROME DA INSENSIBILITA' COMPLETA AGLI

ANDROGENI: PRESENTAZIONE CLINICA.

La CAIS e stata descritta per la prima volta da John Morris, nel 1953, che ha
esaminato le caratteristiche cliniche di 82 pazienti, che presentavano testicoli
bilaterali e che, per tale -caratteristica, la denomind come “sindrome da
femminilizzazione testicolare”!?4, terminologia attualmente abbandonata. La

prevalenza della CAIS é stimata da 1 su 20.400 a 1 su 99.1001825,

Il fenotipo e quello femminile normale, in persone con cariotipo XY e testicoli
normalmente funzionanti® (Figura 3). | genitali interni sono assenti; infatti, la
normale azione del’AMH prodotto dalle cellule di Sertoli durante la vita intrauterina
determina la regressione delle strutture mulleriane (utero, cervice e vagina
prossimale)?. Al contempo, le strutture wolffiane non si differenziano (sindrome
della pelvi vuota) a causa della resistenza al testosterone. In realta, sono stati
riportati rarissimi casi di pazienti che presentavano abbozzi di strutture mulleriane
come tube di Falloppio appena accennate?®, oppure pazienti con residui di deferenti
o epididimo atrofici?’. | testicoli sono localizzati nellladdome, nel canale inguinale o
nelle grandi labbra e possono determinare linsorgenza di un'ernia inguinale,
frequentemente bilaterale. Questo rappresenta il segno clinico principale di esordio
in una bambina prepubere essendo presente in circa il 60- 80% dei casi; si ritiene
inoltre che I'1 - 2 % di neonate con ernia inguinale risulti affetto da CAIS?. Pertanto,
in presenza di ernia inguinale bilaterale in una bambina & opportuno considerare

I'esecuzione di un cariotipo di approfondimento?®.
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Alla puberta, le donne affette da CAIS sviluppano un habitus femminile normale con
seno e adiposita tipiche a causa dell'azione dell'estradiolo derivante
dall'aromatizzazione periferica del testosterone?®. | peli pubici e ascellari sono pero
assenti o molto radi poiché dipendono essenzialmente dall’azione degli androgeni?®.
La vagina & a fondo cieco, con lunghezza variabile da 2,5 a 8 cm?® e clinicamente
adeguata per i rapporti sessuali®C . Il clitoride e le labbra sono di dimensioni normali

o lievemente ridotte1s.

Il menarca é assente ed €& questo il motivo principale di consultazione medica in
epoca puberale.

Oggi ai motivi di consultazione medica si aggiunge la diagnosi prenatale, in
particolare per la discrepanza tra il rilievo di un cariotipo 46, XY all'amniocentesi e
la presenza di un fenotipo femminile all'esame ecografico prenatale o alla nascita®°.
In generale, infatti, i test prenatali includono test imaging e test genetici. | primi
hanno lo scopo di trovare anomalie morfologiche mediante ultrasuoni o risonanza
magnetica, i secondi di rilevare aneuploidie cromosomiche, come la trisomia 21, 18
e 13, usando liquido amniotico, villi coriali o DNA libero da cellule (cfDNA) nel
sangue materno, tramite tecniche di sequenziamento genico di ultima generazione.
La diagnosi prenatale viene eseguita con uno o piu test, combinati tra loro. Diversi
autori sono concordi con l'idea che l'aumento del numero di test genetici prenatali

stia contribuendo alla diagnosi precoce dei DSD 46, XY.3!

La puberta nelle pazienti CAIS avviene, in genere, spontaneamente all'interno della
fascia di eta normale per le ragazze, con sviluppo mammario standard e scatto di

crescita opportunamente temporizzato, ma non seguito da menarca. Per quanto
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riguarda l'altezza finale, le donne con CAIS sono in genere piu alte delle femmine
della popolazione generale, per l'azione di un presunto gene localizzato sul
cromosoma Y, che influisce sulla crescita?®. L'altezza media adulta & quindi
maggiore rispetto alle donne con cariotipo 46,XX (+1,4 DS), ma comunque inferiore
a quella di maschi adulti 46,XY (-0,6 DS)32. Il picco di crescita & simile a quello delle
ragazze 46,XX , sia come intensita (7,4 cm / anno) ,sia cronologicamente (12,7

anni)®,

Le pazienti con CAIS vengono ovviamente cresciute come donne ed hanno una
indubbia identita di genere femminile®® e l'orientamento & eterosessuale??; in
generale, queste donne non differiscono dalle altre rispetto ad aspetti della vita
come il matrimonio e le relazioni intime, seppure debbano convivere con il problema

dell'infertilitas*.
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2.3 — CAIS: ASPETTI ENDOCRINOLOGICI.

In soggetti 46 XY, normalmente, i livelli di ormone luteinizzante (LH) e testosterone
aumentano durante i primi mesi di vita, e questo aumento fisiologico e
comunemente usato per valutare l'asse gonadotropico a questa eta. Tale picco non
e riscontrato nei lattanti con CAIS, a differenza di quanto avviene nei lattanti con
PAIS, in cui i livelli basali di LH e di testosterone possono essere addirittura
aumentati.®

Nel periodo prepuberale, per diagnostica differenziale & possibile effettuare un test
di stimolazione con hCG ,che mette in evidenza un incremento del testosterone tale
da confermare la presenza delle gonadi, anche quando queste risultano non-
palpabili®®. Il test si basa su un’iniezione intramuscolare o endovenosa di R-hCG
(con dosaggi differenti a seconda dell’eta, adulta o pediatrica) seguita da prelievi
per il dosaggio di testosterone (nell’adulto ai tempi O e ai giorni +1, +2, +3 e +5 dopo
I'iniezione e nel bambino ai tempi 0 e al giorno + 2 dopo l'ultima iniezione). Dopo la
sua somministrazione, 'hCG si lega ai recettori del’LH a livello delle cellule del
Leydig e stimola la sintesi e la secrezione di steroidi testicolari.

Ulteriori indagini endocrine, da attuarsi in epoca prepuberale sono la
determinazione di AMH e Inibina B, la cui presenza é indicativa dello sviluppo delle

cellule di Sertolit?,

Dalla puberta in poi, a causa della resistenza periferica agli androgeni e della
sovrastimolazione esercitata sulle gonadi dalle maggiori concentrazioni di LH3’
conseguenti al mancato feed-back inibitorio per l'insensibilita a livello ipotalamico,
classicamente sono riportati valori normali o aumentati di testosterone, rispetto al
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range di normalita maschile per eta e stadio puberale per la popolazione maschile

ma aumentati rispetto all'intervallo di riferimento accettato per soggetti di sesso

femminile.

I livelli di FSH sono nella norma o di poco aumentati®.

L’assetto ormonale tipico in tarda adolescenza e eta adulta € riporato in Figura 4.
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Fig. 1. LH and FSH values in CAIS depicted as box-and-whisker-  Fig. 2. T and E2 values in CAIS depicted as box-and-whisker-plots.
plots.

Figura 4. Assetto ormonale tipico nella donne CAIS in eta adulta.”
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I livelli circolanti di estrogeni sono maggiori rispetto al range maschile in parte a
causa di una maggiore secrezione testicolare indotta dagli aumentati livelli di LH ed
in parte causati da un'aumentata aromatizzazione a livello periferico del
testosterone, ma ridotti rispetto a quelli femminili. Per la resistenza androgenica, i
livelli di “Sex Hormone Binding Protein” (SHBG) sono simili a quelli rilevati nelle
donne adulte, quindi superiori a quelli del sesso maschile; tale rilievo pud essere
utilizzato a scopo diagnostico in fase prepuberale con I'esecuzione di appositi test

di sensibilita3’:38,
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24 - CAIS: IL RISCHIO ONCOLOGICO E LA

GONADECTOMIA.

La degenerazione maligna dei testicoli € la piu temibile complicanza nelle donne
con CAIS, per cui, in passato, era estremamente frequente il ricorso alla rimozione
precoce delle gonadi, effettuata anche allo scopo di non dover rivelare, alla persona
affetta, il motivo dell'intervento in eta adolescenziale/adulta?l. Tra le neoplasie
riscontrate piu frequentemente vi sono tumori a cellule germinali, soprattutto
seminomi, mentre molto piu rari appaiono adenomi, amartomi e tumori a cellule di
Sertoli?!.

| dati della letteratura indicano che il rischio stimato di sviluppare una neoplasia
maligna gonadica varia da 0,8% - 22% 8 da 14 a 51 anni®.

Il rischio oncologico durante l'infanzia si ritiene sia relativamente basso (si stima
inferiore all'1%) e si mantenga tale fino al raggiungimento della maggiore eta.
Quindi, alcuni autori suggeriscono oggi il mantenimento delle gonadi almeno fino
alla puberta e la gonadectomia, se necessaria, solo dopo il completamento dello
sviluppo puberale?®. La scelta di ritardare la gonadectomia fino all'adolescenza o
alla giovane eta adulta ha i vantaggi dovuti alla persistenza della secrezione
endocrina degli steroidi testicolari, che possono fisiologicamente regolare il
processo di crescita staturale le sviluppo puberale. Se la gonadectomia viene
eseguita durante l'infanzia, al contrario, la puberta deve essere indotta con la terapia
sostitutiva estrogenica?l.

Considerato il basso rischio oncologico, e dall’altro lato i benefici legati ad una

gonadectomia ritardata, le decisioni riguardanti l'intervento chirurgico e la sua
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tempistica devono essere prese in accordo con pazienti e famiglie dopo un‘accurata
analisi e consulenza per esaminare i rischi e/o i benefici di lasciare o0 meno le
gonadi4!,

La procedura di rimozione delle gonadi viene eseguita con approccio inguinale
diretto, ove possibile, se le gonadi sono localizzate in sede inguinale, mentre con
procedura laparoscopica se sono intra-addominali. Tale tecnica chirurgica ha ormai
sostituito la tradizionale laparotomia per i notevoli vantaggi legati ad una minima
invasivita, bassa morbilita, ricovero piu breve, recupero postoperatorio piu rapido
ed eccellente risultati estetici. Quest'ultimo aspetto non e da sottovalutare nelle
pazienti con DSD, in quanto strettamente legato a una riaffermazione della propria

immagine corporea e autostima.?

Nei casi in cui la paziente e/o la famiglia decidono di mantenere in sede i testicoli,
deve essere eseguito un attento monitoraggio; un possibile protocollo e riassunto in
Figura 5 %°.

Vista la possibile differente posizione dei testicoli nelle pazienti con CAIS, che pero
si localizzano usualmente lungo la loro normale via di discesa, € possibile utilizzare
'ecografia e/o la risonanza magnetica (MRI) per cercare di localizzarle con
esattezza. Se cio non e facilmente attuabile viene effettuata una ricerca per via
laparoscopica, con fissazione a livello dell’anello inguinale interno dove poi possono
essere monitorate con ecografia. In tale occasione, possono essere eseguite
biopsie gonadiche e laricerca dei marcatori OCT3/ 4, considerati indicatori affidabili
per la diagnosi di carcinomi in situ, gonadoblastoma e seminoma.3°

La prospettiva futura consta nel monitoraggio di specifici pattern di microRNA, che

potra rappresentare un metodo meno invasivo di monitoraggio.
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La condizione di ipogonadismo ipergonadotropo, che insorge dopo I'asportazione
chirurgica delle gonadi, richiede, come accennato, un’adeguata terapia ormonale
sostitutiva (HRT) dall’adolescenza in poi. Nelle ragazze operate prima della puberta
la HRT ha lo scopo di assicurare lo sviluppo dei caratteri sessuali secondari, il
normale scatto puberale di crescita, il raggiungimento delle normali proporzioni
corporee e del picco di massa ossea, un’adeguata distribuzione del grasso corporeo
e delle masse muscolari, la maturazione psicosessuale e psicosociale, normali
relazioni sociali e sessuali ed uno stato complessivo di buona salute .L’'HRT e
fondamentale anche nelle donne che si sottopongono alla gonadectomia durante o
dopo l'adolescenza per completare e/o mantenere le caratteristiche del fenotipo

femminile e per prevenire la perdita di massa ossea**°.
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therapy

Initial Evaluation of Patient with Known CAIS
- Discuss risks of gonadal malignancy and treatment options
- Discuss risks/benefits of gonadectomy
- Discuss risks/benefits of exogenous estrogen replacement

Shared Decision Amongst
Patient/Parents/Provider

~

Desire gonadectomy

l

Laparoscopic gonadectomy

l

Exogenous estrogen therapy

|

Yearly DEXA to
assess bone mineral
density (BMD)

™\

Defer gonadectomy

l

MRI to localize testes

/

Testes visualized

y

Ultrasound twice yearly
with tumor markers yearly

N\

Testes non-visualized

y

Laparoscopic gonadopexy

J

Nodules detected

/ \

|

Gonadal biopsy

/N

Figura 5. Algoritmo per la gestione dei pazienti con CAIS*.

Yes No
OCT 3/4 OCT 3/4
negative positive
Return to j/
Co_nside.r surveillance Laparoscopic
re-imaging gonadectomy
or proceed
to
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2.5 — CAIS: LA DENSITA’ MINERALE OSSEA.

Gli steroidi sessuali hanno un ruolo chiave nellaccrescimento scheletrico in
ambedue i sessi. Gli androgeni e gli estrogeni esercitano le loro specifiche azioni a
livello osseo grazie al legame con recettori specifici (AR e ERa) localizzati su
osteoclasti, osteoblasti, osteociti e condrociti*®. Nello specifico, gli androgeni
possono favorire lo sviluppo e lo spessore dell'osso trabecolare nella giovane eta,
nonché il consolidamento corticale nella eta adulta e il mantenimento dello spessore
corticale e del volume osseo trabecolare in eta piu avanzata stimolando
l'apposizione periostale e trabecolare?’.

Pertanto, sia il fenotipo scheletrico, sia la salute ossea sono influenzati da
un'adeguata produzione di steroidi sessuali, dal loro corretto metabolismo e da una
risposta periferica ottimale alla loro azione.

La salute ossea rappresenta quindi un problema per tutte le persone con 46,XY
DSD, soprattutto in quelle sottoposte a rimozione delle gonadi, con insufficiente
produzione di steroidi sessuali o alterata risposta periferica alla loro azione*>48

A guesto proposito, nelle donne con CAIS e gonadi intatte € stata messa in evidenza
una modesta riduzione della densita minerale ossea (BMD), sebbene siano note
eccezioni che mostrano una bassa BMD principalmente a livello lombare.4%4°
Nelle donne con CAIS sottoposte a gonadectomia, la BMD é significativamente
ridotta sia a livello della colonna lombare, sia a quello del collo femorale, sia rispetto
a donne con cariotipo 46,XX sia a donne con CAIS e gonadi non rimosse.*>4°
Recenti studi hanno dimostrato che a un follow-up di 7 anni si ha un leggero
miglioramento della BMD in seguito alla somministrazione di terapia ormonale

sostitutiva, senza tuttavia mai giungere ad una sua completa normalizzazione, in
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particolare utilizzando preparati transdermici, mentre tale effetto non e stato rilevato
utilizzando dosi equivalenti di estrogeni per via orale®°.

Cio potrebbe essere dovuto sia alla mancata azione degli androgeni sul tessuto
0sseo conseguenti alla completa resistenza a questi ormoni, sia, a seguito della
gonadectomia, alla perdita di altri ormoni prodotti dal testicolo come INSL3, che
potrebbero svolgere un ruolo nel mantenimento della massa ossea nella vita
extrauterinal34,

Per quanto sopra esposto e dunque preferibile I'utilizzo di estrogeni transdermici,
mentre i progestinici dovrebbero essere evitati, principalmente il medrossi-
progesterone acetato, per i suoi possibili effetti negativi diretti o indiretti sull'osso*®.
Inoltre, fattori generali come vitamina D, calcio, peso, attivita fisica, fumo, ecc.
dovrebbero essere ottimizzati al fine di migliorare la salute delle ossa nelle donne

affette da CAIS come nella popolazione generale.
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3 -LE BASI MOLECOLARI DELLA CAIS.

Gli androgeni sono i principali ormoni implicati nell'induzione del fenotipo maschile
e svolgono svariate funzioni non solo nei tessuti riproduttivi, ma in tutto 'organismo,
attraverso meccanismi sia reversibili che irreversibili.>?

Alcuni effetti degli androgeni sono diretti. Essi implicano un'interazione diretta del
recettore degli androgeni attivato (AR) con specifici elementi di risposta (ARES) nei
geni interessati. La specificita e la diversita di questi effetti possono essere
aumentate o modulate dalla capacita di alcune cellule bersaglio di convertire il
testosterone in metaboliti attivi. Numerosi altri effetti degli androgeni, tuttavia, sono
indiretti e per molto tempo ne é stata sottovalutata I'importanza. Gli effetti indiretti
non dipendono da un'interazione diretta delllAR con le regioni regolatorie nei geni

studiati.>?

3.1 - IL RECETTORE AR

Il gene AR e localizzato sul braccio lungo del cromosoma X (Xgl1-12) in singola
copia e copre 75-90 kilobasi (kb) di DNA genomico. E’ composto da 8 esoni (indicati
come A-H oppure 1-8) e 7 introni che codificano per una proteina di 919 residui

aminoacidici, dal peso molecolare di circa 110kD. 18-20

L'AR appartiene alla superfamiglia dei recettori nucleari che mediano le azioni di

tutti gli ormoni steroidei e tiroidei. Esso condivide con i recettori nucleari una serie
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di domini funzionali, ma ne ha altri specifici con funzionalita aggiuntive esclusive di

AR,

Il recettore AR €& un polipeptide a singolo filamento costituito da quattro domini

funzionali?®:

il dominio N-terminale (NTD), di circa 538 aminoacidi, codificato dall’esone 1

e contenente la regione Action function-1 (AF-1). E’ il dominio trans-attivante,
che regola la trascrizione e contribuisce alla struttura tridimensionale finale

del recettore;

il dominio DNA-binding (DBD), di aminoacidi 558—617 e codificato dagli esoni

2 e 3, e costituito da un elevato numero di residui di cisteina che attraverso
ponti disolfuro legano 2 atomi di zinco, determinando una struttura terziaria

denominata "zinc-finger" particolarmente adatta al legame con il DNA;

il dominio cerniera, (“hinge domain”), contenente il sito di fosforilazione per

AR, responsabile dei cambiamenti strutturali dipendenti dagli androgeni;

il dominio C-terminale (“hormone binding domain") (LBD), di aminoacidi

646-920, codificato dagli esoni 4-8, contiene specifici siti di legame per gli
androgeni, vari fattori trascrizionali di coattivazione e la regione funzionale

di attivazione 2 (AF-2).
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Caratteristica unica del recettore AR & l'interazione N terminale-C terminale tra il
sottodominio AF-1 (N-terminale) e AF-2 (C-terminale), volta a stabilizzare il legame
tra il recettore e il suo ligando e a rallentarne la dissociazione. In genere, AF-1
agisce in modo indipendente dal ligando, mentre AF-2 e dipendente dal ligando e
si lega anche con coattivatori del recettore steroideo p160 come SRC1, SRC2 /
TIF2, e SRC3.18

Atra specificita di AR sono i tratti omopolimerici di aminoacidi all'interno di NTD, atti

nel modulare l'attivita del recettore (CAG e GGN).

X chromosome
Xq11-12
AR gene
5 3
AR protein
e — '/ \ W ) -COOH
(Gln)n (Gly)nZinc Fingers
NTD DBD Hinge LBD
region

Figura 6. Localizzazione del gene AR sul braccio lungo del cromosoma X (Xql11-12) e

schematizzazione strutturale della proteina corrispondente AR. *°
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La struttura tridimensionale del recettore comprende 12 alfa-eliche associate a
foglietti-beta ripiegati, disposti in modo simile a un “sandwich tripartito”. La tasca di
legame idrofobica e formata dalle eliche 3,4, 5, 7, 11 e 12.

Helix 12 (H12) é l'alfa-elica piu esterna, che si ripiega sulla parte superiore della
tasca idrofobica come il coperchio di una scatola. Questo permette al recettore di
“catturare” il ligando e trattenerlo, rallentandone il tasso di dissociazione, secondo
un effetto definito "trappola per topi". Cido consente anche l'interazione tra il dominio
LBD, il sottodominio AF2 e il motivo LXXLL delle proteine co-regolatorie associate!®

(Figura 7).

By Dr. JH Wu, LDI Molecular Modeling Lab.

Figura 7. Modello tridimensionale del recettore AR in presenza del ligando sintetico R1881.
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In condizioni basali, AR risiede nel citoplasma complessato con le “heat shock
protein” HSP70 e HSP90 a loro volta associate a proteine “co-accompagnatrici”
come FKBP52%3.

Dopo il legame con gli androgeni si ha la dissociazione del recettore da queste
proteine, la sua dimerizzazione e traslocazione nel nucleo. Il trasporto nucleare e
selettivo e attivo e consta di due passaggi, di cui, il primo non richiedente energia,
e il secondo dipendente dalla presenza di ATP e di un recettore, localizzato a livello
dei pori nucleari®®. Una volta nel nucleo, il complesso androgeno-AR interagisce con
specifiche sequenze di DNA (androgen responsive element, ARES) anche mediante
I'interazione con proteine co- regolatorie specifiche (es. ARA24, ARA54, ARASS5,
ARAT70) e aspecifiche (es. la famiglia di proteine SRC e CBP / p300), che lavorano
sia come co-attivatori che co-repressori.’® Dopo I'identificazione e il legame con gli
elementi ARESs, AR ¢ in grado di reclutare i

componenti del “macchinario trascrizionale”, in particolare 'enzima RNA polimerasi
[l (RNAP 11).

| meccanismi sopra descritti sono schematizzati sinteticamente in Figura 8.
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Cytoplasm

Figura 8. Meccanismo d’azione cellulare degli androgeni,a partire dal legame con AR fino alla

regolazione genica.”

3.2 - LE MUTAZIONI DEL GENE AR

Il database ARDB http://www.mcaqill.ca/androgendb include le mutazioni conosciute

del gene AR, associate al carcinoma della prostata (mutazioni gain of function) e
alla Sindrome da insensibilita agli androgeni (mutazioni loss of function).
Attualmente sono note circa 900 diverse mutazioni correlate ad AlS. Tra di esse, sSi
riscontrano:
e mutazioni puntiformi, risultanti o da sostituzioni aminoacidiche o da mutazioni
non senso, codificanti per un codone di stop ;
e inserzioni o eliminazioni di nucleotidi, che, usualmente determinano un

“frame-shift” e terminazione prematura;
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e delezioni geniche complete o parziali (> 10 nucleotidi);
e rare delezioni complete del gene AR,;
e mutazioni introniche oppure nel punto di giunzione introne-esone ,alterando

lo splicing del RNA.%*

Le mutazioni riscontrate piu frequentemente sono a carico della regione LBD, e tra
esse si ricordano soprattutto quelle comprendenti i residui aminoacidici tra 688 e
712,739 e 784 e 827 e 870. | primi due cluster coprono gran parte della tasca di
legame del recettore con 'ormone che, non a caso, rappresenta il principale difetto
funzionale dell’ AR 2155,

Le mutazioni riguardanti la regione NDB sono invece meno numerose e di norma
portano ad alternazioni della “cornince di lettura”, mentre quelle rilevate nella
regione DBD portano ad una ridotta attivazione dell’AR e della sua dimerizzazione.
Poche, infine, sono le mutazioni riportate nella regione cerniera, forse a causa della
sua flessibilita e resistenza geneticamente determinata o per l'assenza di sequenze

geniche con impatto significativo sull'attivita di AR?°,

La maggioranza delle mutazioni di AR sono di origine germinale, circa i due terzi, e
quindi ereditate, ma sta aumentando il numero di quelle somatiche e de novo. La
scoperta di mutazioni somatiche in cellule di tessuti specifici sensibili agli androgeni
sorse a partire dall’analisi di tessuto carcinomatoso prostatico. Successivamente
venne introdotto il concetto di “mosaicismo somatico”, prima studiando il genoma di
un paziente affetto da PAIS e in seguito anche in pazienti con CAIS%®. Ad oggi, &

stato stimato che fino a un terzo delle mutazioni de novo nell’AlS possono insorgere
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nella fase post-zigotica, il che spiegherebbe parte della variabilita fenotipica

osservata in tra soggetti con identiche mutazioni.

Generalmente il DNA viene isolato a partire da leucociti, mentre i fibroblasti di cute
genitale che esprimono i recettori degli androgeni in alte concentrazioni e vengono

utilizzati per valutare I'affinita di legame degli androgeni®’.

In alcune pazienti ritenute affette da CAIS sulla base di evidenze cliniche-
endocrinologiche, non sono rilevabili mutazioni del gene AR. Studi dettagliati hanno
rivelato un’interruzione della trasmissione del segnale AF-1, suggerendo che il
quadro clinico possa essere dovuto alla mancanza di un coattivatore in grado di
interagire con la regione AF-1 del recettore degli androgeni e indicando quindi di
approfondire le indagini genetiche in pazienti con fenotipo CAIS classico, ma

normale genotipo AR5%85°,
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Figura 9. Mappa delle mutazioni determinanti Sindrome da Insensibilita agli androgeni e Carcinoma

Prostatico, raggruppate per posizione sul gene AR.

Questa mappa schematizza le mutazioni conosciute fino al 30-7-03.
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4 — OBIETTIVI DELLA TESI

Gli obiettivi di questa tesi sono stati:
= valutare in bambine/donne con sindrome da insensibilita completa agli
androgeni I'assetto genetico in rapporto alle mutazioni del gene AR,
= Valutare (ove possibile):
* il motivo di presentazione clinica;
* lo stato minerale osseo;

* lo status dell’asse riproduttivo, compresa I'eventuale esecuzione di un

intervento di rimozione gonadica,

* la gestione terapeutica.
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5 - MATERIALI E METODI

In questa tesi e stata eseguita una valutazione retrospettiva delle documentazioni
cliniche di pazienti affette da CAIS seguite presso il servizio di Endocrinologia
Pediatrica, Unita Operativa di Pediatria Universitaria, Dipartimento Materno-
Infantile, Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana (AOUP). Sono stati analizzati

dati demografici, clinici e genetici.

5.1 — PAZIENTI

Sono state analizzate le documentazioni cliniche di 107 pazienti con fenotipo
femminile e cariotipo 46,XY, valutate presso I' UO Pediatria Universitaria nel periodo
2000-2015, secondo lo schema riferito in Figura 10.

Sono state escluse 23 pazienti a causa dell’insufficiente documentazione clinica.
Tra le 84 pazienti rimaste, una diagnosi molecolare € stata raggiunta in 72 pazienti

(85,7%). Di queste, 51 sono risultate affette da CAIS.
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Pazienti
escluse n =23

Gruppo iniziale n = 107

\

Pazienti con
diagnosi definitiva
n=72

Pazienti con disordini della
Determinazione Sessuale n =6

Pazienti senza
diagnosi
definitiva n = 12

e Deficit SF1 n=3
e DeficitSRY n=1
e Mutazione DHH n =1
e Mutazione WT1n=1

Pazienti con disordini della
Differenziazione Sessuale n = 66

CAISn=51

PAISn =1

Deficit 5a-reduttasi2 n=9
Decifit 17B-idrossisteroido
deidrogenasi n =3

Deficit 17,20-liasi n =1
Ipoplasia cellule di Leydign=1

Figura 10. Secondo lo schema, a partire dal gruppo iniziale é stata raggiunta una diagnosi

molecolare completa in 72 pazientidistinte tra pazienti con “disordini della determinazione

sessuale” e con “disordini della differenziazione sessuale” , fino ad identificare il gruppo di pazienti

con CAIS.
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La presenza di fenotipo femminile e stata definita in base allo score di Sinnecker: in
base a tale score, un punteggio di 4-5 punti permette I'attribuzione di un fenotipo

femminile ®° (Figura 11).

Figura 11. Score di Sinnecker®.

Analisi dei dati-dati demografici

Per ogni paziente, i dati raccolti sono stati inseriti in un database in forma anonima.
Per quanto riguarda i dati demografici, sono stati analizzati: area geografica di
provenienza, eta al momento della presentazione clinica, eta al momento della
diagnosi definitiva e latenza diagnostica. Inoltre, e stata ricercata I'eventuale

presenza di coppie di sorelle nella coorte di pazienti.
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Dati clinici e di laboratorio

In relazione al fenotipo clinico, per ogni paziente sono stati analizzati: motivo della
presentazione clinica, primo sospetto diagnostico (e, conseguentemente, tasso di
misdiagnosi iniziale) ed eventuali caratteristiche morfologiche di rilievo.

Sono stati poi analizzati parametri endocrinologici, comprendenti la determinazione
di: LH, FSH, estradiolo, testosterone, DHT, inibina B, ormone antimulleriano (AMH).
Quando disponibili, sono stati analizzati anche dati riguardanti il metabolismo fosfo-
calcico. Per quanto riguarda la vitamina D, sono stati determinati i livelli di 25-OH
Vitamina D, considerando insufficienza la presenza di valori compresi tra 20-30
ng/dL e deficit valori inferiori a 20 ng/dL, in accordo con le linee guida “Endocrine
Society clinical practice guidelines” .

E’ stata eseguita poi una densitometria ossea femorale o vertebrale con DXA. |
risultati di tale indagine sono stati espressi in di Z-score, per identificare le pazienti
affette da osteopenia (densita minerale ossea tra -1 e -2,5 DS) oppure osteoporosi

(>-2,5DS).

Gestione della patologia

Per ogni paziente €& stata riportata 'eventuale esecuzione di gonadectomia. Nelle
pazienti sottoposte ad intervento sono state poi riportate sia I'eta all'intervento che
il rapporto temporale con la formulazione della diagnosi definitiva, segnalando quali
pazienti abbiano ricevuto la gonadectomia prima della diagnosi molecolare.

Inoltre, & stato riportato I'utilizzo di terapia ormonale sostitutiva.
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Indagini genetiche

Il gene AR é stato analizzato mediante PCR e sequenziamento automatico degli
esoni mediante 3130 Genetic Analyzer (Applera). Le mutazioni riscontrate sono
state in seguito confrontate con il database internazionale di riferimento: “The
Androgen Receptor Gene Mutations Database” (McGill, The Lady Davis Institute for
Medical Research). Tale database € aggiornato periodicamente ed € disponibile

online al seguente indirizzo: http://androgendb.mcaqill.ca.

Sulla base di tale confronto e stato possibile definire quali delle mutazioni riscontrate
fossero state precedentemente descritte in letteratura, e per contro quali fossero le

mutazioni di nuovo riscontro.
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5.2 — ANALISI STATISTICA

| dati sono presentati come valore medio e deviazione standard (DS) in caso di
distribuzione normale dell’intervallo di dati. In caso di dati con distribuzione non
normale, questi sono presentati come mediana e valore minimo/massimo. In caso
di necessita di confronto tra due gruppi sono stati utilizzati: test esatto di Fisher per
variabili qualitative, test non parametrico di Mann-Whitney per variabili quantitative.

Un valore di p<0,05 é stato considerato statisticamente significativo.

5.3 — CONSIDERAZIONI ETICHE

Il lavoro é stato condotto in accordo con la Dichiarazione di Helsinki e il protocollo
standard di analisi per pazienti con 46,XY DSD nella nostra Unita Operativa. Le
pazienti, o i genitori in caso di pazienti di eta inferiore a 18 anni, hanno prestato

consenso informato prima di ogni indagine clinica e genetica.
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6 - RISULTATI

In questa tesi sono riportati i dati genetici e clinici di 51 pazienti con CAIS.

Nella casistica erano presenti 8 coppie di sorelle; inoltre e stata dimostrata una
anamnesi familiare positiva per CAIS in 11 pazienti (per presenza di zie, sorelle e/o
cugine AIS). La famiglia con piu ampia ricorrenza della patologia é riportata in Figura
12.

La provenienza geografica di 30/51 pazienti e riportata in Figura 13, le altre sono
state escluse per insufficiente documentazione relativa alla regione di provenienza
dei genitori; si evince una maggiore rappresentazione della Lombardia (n = 9).
L’eta media alla presentazione clinica era di 12,7 + 7,1 anni, mentre I'eta media alla
diagnosi genetica definitiva era di 23,4 + 14,0 anni (ritardo di diagnosi molecolare di

11,2 £ 11,7 anni).
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bo bdbdd

Figura 12. Albero genealogico della famiglia con piti ampia ricorrenza di CAIS.
Il quadrato simboleggia individuo di sesso maschile, il cerchio individuo di sesso femminile.
Le pazienti portatrici sono individuate attraverso il cerchio blu. Le donne CAIS con fenotipo 46,XY

sono individuate con il quadrato colorato per meta.
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Lombardian=9 I ‘

Veneto n =4

Piemonte n =2

mL EmiIia-Bomagna n=3

4P Ligurian=2

Marchen=1
Toscanan =2

Abruzzon=2

Lazion=1

Campanian=2

‘ Sicilian =1

Figura 13. Provenienza geografica di 30 pazienti.

Puglian=1
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6.1 - LE MUTAZIONI DEL GENE AR

Sono state individuate 51 mutazioni del gene AR, localizzate su tutti gli 8 esoni che

lo compongono e sugli introni 1,4 e 6; come in Figura 14.

Queste sono risultate suddivisibili in:

sostituzioni aminoacidiche: n = 20 (39,22%);

formazione di un codone di stop: n = 17 mutazioni (33,33%), di cui una
determinata da una duplicazione;

delezioni: n = 7 (13,73%), di cui 2 (in una coppia di sorelle) interessano
I'intero esone 2, 2 (in un’altra coppia di sorelle) va dall’esone 1 all’esone 8,
mentre una interessa l'introne 1;

mutazioni non-senso: n = 1 (1,96%);

alterazioni dello splicing intronico: n = 6 (11,76%); di cui 3 riguardanti I'introne
1, con completa perdita dell’esone 2; 2 interessanti I'introne 4; e una l'introne

6 che porta lo “skipping” dell’esone 6.

Di esse il 43,14% (22/51) é risultata gia descritta in letteratura e riportata nel

database internazionale della McGill University, quindi nel 56,86 % (29/51) (Figura

15) sono state rilevate mutazioni non precedentemente riportate in letteratura

(Tabella 3).

Sebbene le nuove mutazioni non siano ancora state sottoposte a studio funzionale,

la loro posizione in zone critiche del recettore, unitamente al fenotipo clinico,

suggerisce la probabile alterazione funzionale della proteina.
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Esone 2 Introne 4 Esone 7
2/51 (3,92%) 2/51 (3,92%) 6/51 (11,77%)
Esone 1 Esone 4 Introne 6
12/51 (23,53%) 2/51 (3,92%) 1/51 (1, 96%)

Esone 5 Esone 8
6/51 (11,77%) 3/51(5,88%)
Introne 1
4/51 (7,84%)
Esone 6
Esone 3 9/51 (17,65%)

2/51 (3,92%)

Delezione esone 1-8
2/51 (3,92%)

Figura 14. Localizzazione delle mutazioni riscontrate.

54



Mutazioni gene AR

= Mutazioni descritte = Mutazioni non descritte

Figura 15. Mutazioni riportate in letteratura vs nuove mutazioni.
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Pazienti Variante Genetica Sede mutazione
1 € 2852-2590 del 9 Esone 7
2 €.2215C<T Esone 5
3 €.2215C<T Esone 5
4 ¢.1298G>A Esone 1
5 €.2641C>A Esone 8
6 €.2836C>T Esone 4
7 €.2603-A>G Esone 7
8 €.906delC Esone 1
9 €.2240C>T Esone 5
10 ¢.35_42delCTCGGCCGinsT Esone 1
11 CAA>TAA Esone 1
12 €.2856C>G Esone 4
13 c.1564A>T; c.1567G>T Esone 1
14 c.1564A>T; c.1567G>T Esone 1
15 €.1617-2A>C Introne 1
16 €.1426G>T Esone 1
17 c.1196G>A Esone 1
18 W796X Esone 6
19 c.4163C>T Esone 8
20 ¢.1077¢>G Esone 1
21 CAG>TAG Esone 1
22 c.1616+3delA Introne 1
23 c.1617-2A>C Introne 1
24 M787T Esone 6
25 2449+1G>A Introne 6
26 €.932dup; p.Lys313GInfs*28 Esone 1
27 Glu738X Esone 6
28 Glu738X Esone 6
29 c.1617-9T>A Introne 1

Tabella 3. Elenco delle mutazioni de novo riscontrate.
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6.2 — MOTIVI DI OSSERVAZIONE CLINICA.

Nella maggior parte delle pazienti (47/51; 92%), la CAIS e stata correttamente |l
primo sospetto diagnostico, ma i test endocrini e/o genetici per confermare |l
sospetto diagnostico sono stati spesso ritardati.

L'amenorrea primaria € risultata la principale causa di consultazione (n = 34;
66,6%). Le altre cause di presentazione sono riassunte in Figura 16. L'ernia
inguinale bilaterale e stata riscontrata in oltre il 40% del campione (22/51). In una
paziente e stato analizzato il cariotipo sulla base della familiarita positiva per CAIS.
Una discordanza genotipo/fenotipo in diagnosi prenatale e avvenuta per tre delle

pazienti.

Segno clinico alla prima osservazione

40
35
30
25
20
15

10

.-ﬁé

Amenorrea primaria Ernia inguinale Discordanza Puberta ritardata Puberta precoce
genotipo/fenotipo

B Numero pazienti

Figura 16. Segni clinici alla prima osservazione clinica.
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6.3 - LO STATO MINERALE OSSEO E LA VITAMINA D

Una condizione di osteoporosi € stata rilevata in 10/51 pezienti e di osteopenia in
altre 10/51.

E’ stato possibile rilevare i valori di vitamina D solo in 10 pazienti. In 1/10 delle
pazienti i valori erano sopra la soglia, mentre in 2/10 i valori erano compresi tra 20

e 30 ng/dl, e in 7/10 i valori sono stati definiti come deficitari, cioe sotto 20 ng/dl.

Stato Minerale Osseo

Osteoporosi
19,6 %

Normale densita
ossea
60,8 %

Osteopenia
19,6 %

= Normale densita ossea = Osteopenia Osteoporosi

Figura 17. Stato minerale osseo delle pazienti.
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6.4 — L'ASSETTO ORMONALE

Sono stati analizzati i profili ormonali di 46 pazienti. Nelle pazienti sottoposte a
intervento di rimozione delle gonadi, € stato evidenziato uno stato di “ipogonadismo
ipergonadotropo” ,con elevati livelli di LH e FSH. Nelle altre pazienti i valori ormonali

riflettono i range di normalita per eta e tipo di DSD.

6.5 - LA GONADECTOMIA E LA TERAPIA SOSTITUTIVA

La maggior parte (n = 36) é stata sottoposta a rimozione delle gonadi a un’eta media
di 15,7 + 10,8 anni; 30 pazienti (70,6%) sono state sottoposte a intervento chirurgico
prima della diagnosi definitiva. In alcune di esse la rimozione delle gonadi e
avvenuta durante l'intervento chirurgico per I'ernia inguinale, mentre in altre é stata
eseguita una rimozione precoce delle gonadi come prevenzione del rischio
oncologico.

Le donne postpuberi con gonadi rimosse erano in terapia ormonale sostitutiva con
varie formulazioni di estrogeni; due donne erano in terapia con testostoterone.
Durante il follow-up, una donna e morta per una patologia acuta cardiaca e un‘altra

per tumore gastrico.
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7 — DISCUSSIONE

Questa tesi € il risultato di uno studio retrospettivo monecentrico in un ampio gruppo
di pazienti, tenendo presente la rarita dei 46,XY DSD e della Sindrome da
Insensibilita agli Androgeni.

In questo DSD, come in tutte le condizioni genetiche, stabilire una corretta diagnosi
€ molto importante, in quanto rappresenta un aspetto fondamentale per ottimizzare
la gestione della patologia®.

Considerando il gruppo iniziale di pazienti con 46,XY, la diagnosi di CAIS é stata
geneticamente accertata per 51 pazienti (47,7% dell’intero gruppo); il che conferma
guesta condizione come causa piu comune fra i 46,XY DSD. La presente serie
mostra una percentuale piu alta di pazienti con CAIS rispetto a precedenti studi in
letteratura, in cui queste donne rappresentano meno del 40% dei pazienti con XY,
DSD6266, Questa maggiore proporzione di pazienti con CAIS potrebbe essere
dovuta a una piu elevata prevalenza di questo DSD nel nostro Paese oppure a un
bias di selezione del centro. Tuttavia non sono disponibili altre serie italiane di grandi
dimensioni per poter effettuare il confronto. Solo studi epidemiologici multicentrici

italiani potranno meglio definire questo aspetto.

La diagnosi preliminare di CAIS si € rilevata esatta nel 92% dei pazienti (47/51),
anche se vi é stato un significativo un ritardo diagnostico nel confermare il sospetto
clinico con indagini genetiche ed endocrine appropriate, cosi come osservato anche
in altri studi®®-%8. Questo puo essere avvenuto perché le donne piu anziane sono
state inizialmente valutate diversi anni fa, quando il background genetico dei DSD

era scarsamente disponibile e le loro presunte diagnosi non erano mai state
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rivalutate prima del nuovo inquadramento presso 'UO Pediatria Universitaria, che
ha una stretta collaborazione con la SOD di Genetica Molecolare dellAOUP, che
permette attualmente di valutare queste condizioni con uno specifico pannello in
“Next Generation Sequencing” (NGS). Durante gli ultimi anni vi &€ stata infatti
I'individuazione di nuovi geni coinvolti nei DSD e un enorme miglioramento dei test
genetici mediante l'uso di nuove tecnologie che consentono di analizzare

contemporaneamente piu geni causativi®®.

Il principale obiettivo della presente tesi e stato quello di valutare la genetica
molecolare della CAIS in un ampio gruppo di pazienti. L’analisi della casistica ha
permesso di realizzare che accanto a mutazioni gia note nel gene AR (v.
http://androgendb.mcgill.ca/), nella maggioranza dei casi (56,86%; n =29) sono
state trovate nuove mutazioni del gene AR precedentemente non riportate in
letteratura (Tabella 3). Questo rilievo & stato riscontrato anche in altri studi > ed &
probabilmente dipendente dal diverso backgrodnd genetico dalle varie popolazioni
studiate’®. Sebbene uno degli obiettivi era anche quello di indentificare la
prevalenza delle diverse mutazioni in base alla provenienza geografica delle
pazienti, tale risulatto non é stato completamente raggiunto, in quanto non é stato
possibile risalire alla reale provenienza geografica di tutte le pazienti per I'elevata
migrazione interna all'interno del nostro Paese. Inoltre, non é stato possibile trovare
alcuna rilevante associazione tra distribuzione geografica delle pazienti e tipo di
mutazione. E’ stato solo possibile rilevare un maggiore numero di donne provenienti
dalla Lombardia (n=9), ma tale effetto potrebbe essere dovuto anche al maggior

numero di residenti in quella regione, che risulta la piu popolosa dell’'intero Paese.
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Questo lavoro di tesi ha confermato i dati presenti in letteratura, che mostrano una
proporzione piu numerosa di mutazioni nella regione LDB (che va dall’esone 4
allesone 8). Inoltre, anche nelle pazienti di questa tesi le mutazioni piu
frequentemente riscontrate sono quelle puntiformi che comprendono sostituzioni di
aminoacidi e genesi di codoni di stop, seguite poi dalle delezioni (sia parziali, sia
rigurdanti un intero esone) e da mutazioni ateranti lo splicing del RNA; solo in un
caso € stata evidenziata una mutazione non senso.

Nella presente serie di pazienti, le mutazioni nel gene AR erano presenti anche in
8 coppie di sorelle affette o in altre componenti della famiglia, il che indica — in
considerazione della familiarita X-liked - la necessita e I'importanza di eseguire un
cariotipo a tutte le sorelle di una paziente, data la possibile ricorrenza della CAIS

nell’ambito di una stessa famiglia.

La diagnosi di CAIS avviene classicamente per due principali motivi: I'ernia
inguinale in eta prepubere e 'amenorrea primaria in adolescenza, come rilevato
anche in questa tesi, dove, nel complesso, hanno rappresentato circa '88% dei
motivi di consultazione medica. Nella popolazione pediatrica I'incidenza dell’ernia
inguinale & 1-4% con una netta prevalenza nel sesso maschile (10:1)"? ; i risultati di
questa tesi concordano quindi con l'indicazione di eseguire un cariotipo in tutte le
bambine in cui vi & riscontro di ernia inguinale?,

In questa tesi, una diagnosi prenatale & avvenuta nel 5.9% per mismatch fenotipo
(femminile) all’ecografia prenatale - cariotipo (maschile) alla villo/amniocentesi. Test
genetici come amniocentesi, campionamento dei villi coriali e test prenatali non
invasivi (NIPT), test del DNA fetale senza cellule consentono di scoprire il sesso

cromosomico e affiancano i test di imaging come I'ecografia3l, in maniera sempre
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piu frequente negli ultimi anni, anche in conseguenza dell'innalzamento dell’eta
materna alla prima gravidanza, almeno nel nostro Paese. Indagini genetiche
specifiche dovrebbero essere eseguite in prenatale, quando possibile, per fornire
migliori informazioni ai genitori, ma una valutazione completa e obbligatoria dopo il
parto per raggiungere una diagnosi corretta e programmare una gestione razionale

e il follow-up.

Nella presente coorte, piu del 70% delle pazienti & stata sottoposta a rimozione delle
gonadi, di cui la gran parte prima della formulazione di una diagnosi molecolare.

Questa evidenza suggerisce che una migliore conoscenza in questo campo deve
essere condivisa con i servizi di primo livello e che nessun intervento irreversibile
dovrebbe essere fatto prima della diagnosi di certezza — in assenza di motivi di

urgenza - per evitare errori nella gestione del paziente.

Il profilo ormonali delle donne CAIS, dalla puberta in poi, evidenzia maggiori
concentrazioni di LH e valori normali o poco aumentati di FSH, a causa della
resistenza androgenica periferica3®3’. Questo riflette uno stato di Ipogonadismo
Ipergonadotropo, lo stesso confermato anche nelle pazienti di questa tesi , in

particolare quelle che hanno effettuato intervento di rimozione delle gonadi.

Le persone con 46,XY DSD possono presentare alterazioni nel raggiungimento del
picco di massa ossea, per deficit di produzione e/o di azione degli steroidi sessuali.
A questo si aggiunge come ulteriore fattore di rischio la rimozione delle gonadi, che
comporta la necessita di una terapia sostitutiva dalla puberta in poi per assicurare

oltre all’adeguato sviluppo e mantenimento dei caratteri sessuali secondari, anche
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un ottimale BMD. | pochi studi in letteratura dimostrano ridotti livelli di BMD nelle
donne con CAIS, in particolare in quelle gonadectomizzate*>49,

Anche in questa tesi i valori di BMD sono risultati ridotti, infatti il 19,6% dei pazienti
presenta uno stato di osteopenia e il 19,6% di osteoporosi.

Una riduzione del BMD rappresenta un fattore di rischio per fratture osse.

Per quanto riguarda il tasso di fratture in un solo lavoro & riportata I'incidenza delle
fratture nella SIA completa (0/10) rispetto ad una popolazione di controllo (2/15)%°,
ma mancano in letteratura dati su ampi campioni . Nella popolazione oggetto di

guesta tesi non sono state rilevate fratture.

La salute ossea dipende anche da fattori come la dieta, 'introito di calcio, Iattivita
fisica, il fumo e la vitamina D. A proposito di quest'ultima, in letteratura non sono
ancora presenti studi che ne approfondiscono il ruolo in pazienti con 46, XY e
soprattutto con CAIS. In questo studio sono stati rilevati dati scarsamente
significativi visto lo scarso numero di pazienti (n=10) in cui tale parametro e stato
valutato, ma €& stato messo in evidenza come nella maggior parte di esse
presentasse una ipovitaminosi D. Solo futuri studi prospettici potranno portare a
miglior chiarimento di questo rilievo.

Nelle donne con CAIS e gonadi in sede sono presenti maggiori livelli di estrogeni
rispetto al range machile normale, per l'aromatizzazione del testosterone;
comungue le concentrazioni sieriche di estradiolo non raggiungono i valori delle
donne con cariotipo 46,XX 37. Cio potrebbe determinare un deficit estrogenico
relativo per una persona con fenotipo femminile e in assenza di un effetto diretto
degli androgeni sul tessuto osseo, di cui il deficit di BMD potrebbe essere il rilievo

clinico piu evidente. In effetti, alcuni autori hanno suggerito la possibilita di una
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terapia ormonale con estrogeni anche nelle donne con SIA completa, che
conservano le proprie gonadi ai fini di prevenire I'osteopenia/osteoporosi.

Nelle pazienti CAIS il BMD e strettamente correlato alla gonadectomia non seguita
da una corretta terapia ormonale sostitutiva; come accennato il difetto di funzione
del gene AR a livello osseo puo comunque contribuire per se ad alterare i valori di
BMD. In letteratura, il BMD in donne con gonadi in sede ha mostrato una tendenza
a ridotti valori di BMD soprattutto a livello lombare senza raggiungere la
significativita statistica*. Cio confermerebbe che i livelli di estrogeni endogeni, per
guanto elevati per un soggetto con cariotipo 46,XY, non raggiungono valori adeguati
per permettere un ottimale accrescimento della massa ossea in presenza di
insensibilita agli androgeni. | dati di questa tesi dimostrano tuttavia che le donne con
CAIS e gonadi intatte hanno valori di BMD maggiori rispetto alle pazienti
gonadectomizzate, suggerendo che il mantenimento della produzione endocrina
testicolare rappresenti un fattore protettivo per la salute ossea in queste pazienti.
Infatti tutte le pazienti (n = 10) che presentavano uno stato di osteoporosi avevano
effettuato un intervento di rimozione delle gonadi, mentre tra le pazienti con stato di
osteopenia lo avevano effettuato 6/10. Tra laltro, in queste pazienti si deve
considerare il possibile ruolo di INSL3, 'ormone proteico prodotto nelle cellule di
Leydig, che sembra coinvolto nel mantenimento della massa ossea, almeno nei
soggetti adulti'®4, E ovvia la presenza di un deficit completo di tale ormone nelle
donne con CAIS sottoposte a gonadectomia che puo rappresentare un fattore
causale aggiuntivo sia per i ridotti valori di BMD sia per la scarsa risposta alla HRT®C.
Complessivamente questi risultati possono essere di ausilio per dirimere il problema
sulla scelta e i tempi della gonadectomia in una donna con CAIS, anche in rapporto

al problema del rischio neoplastico. Al momento vari autori concordano sul
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posticipare, se possibile, la gonadectomia almeno dopo il completamento dello
sviluppo puberale per beneficiare di una funzione endocrina endogena spontanea
durante tale processo*?, pur mettendo in atto un attento monitoraggio delle gonadi®®.
Come gia sottolineato i vantaggi derivanti da una terapia ormonale sostitutiva sono
svariati e vanno dal completamento dello sviluppo sessuale secondari fino al
miglioramento della salute ossea e psicosessuale, ed e fondamentale nelle donne
sottoposte a gonadectomia.*®°%.72 Nella presente coorte di pazienti le donne
postpuberi prive di gonadi erano in HRT con varie formulazioni estrogeniche,mentre
due con testosterone. L’estrema variabilita degli schemi terapeutici utilizzati non
permette di trarre conclusioni sul miglior tipo di terapia, ma indica la necessita di
sviluppare trial che portino a condotte terapeutiche piu univoche e personalizzate

per donne speciali con assetto genetico specifico.
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8 — CONCLUSIONI

Questa tesi descrive una ampia casistica di pazienti con CAIS e conferma
limportanza della certezza della diagnosi molecolare come “key point” per
ottimizzare la gestione di una condizione rara e ad alta complessita assistenziale e
multidisciplinare. Un’accurata valutazione clinica, anamnestica e endocrinologica
seguite da una diagnosi molecolare dovrebbero infatti guidare l'iter diagnostico, e
il “managment” compreso I'eventuale intervento di gonadectomia, in modi e tempi
che rispettino anche le decisioni della persona interessata in centri specialistici ai
fini di fornire diagnosi precoci che consentano di migliorare i risultati a lungo termine

e di promuovere il migliore stato possibile di salute psico-sociale in eta adulta.

In questa tesi e stata messa in evidenza la variabilita delle mutazioni del gene AR,
che sono alla base della CAIS, molte delle quali sembrano essere specifiche per la
popolazione italiana. Cid indica la necessita di un’accurata analisi molecolare

dell’intero gene.

Questa tesi inoltre dimostra che:
* imotivi piu frequenti di presentazione clinica sono 'amenorrea primaria in
adolescenza e I'ernia inguinale in eta prepubere;

* |a gonadectomia rappresenta un fattore di rischio per lo sviluppo di
osteoporosi/osteopenia;

* una buona compliance alla HRT sembra migliorare la salute ossea;

* |le donne che conservano le proprie gonadi hanno un BMD
significativamente migliore.
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