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Informazioni per gli Autori, o
comprese le norme per la preparazione dei manoscritti

Il Giornale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva — [talian
Journal of Sexual and Reproductive Medicine — ¢ 1’ organo ufficiale di
formazione della Societa Italiana di Andrologia, che pubblica, in lingua
italiana o inglese, lavori redatti in forma di editoriali, articoli originali,
articoli di aggiornamento, articoli finalizzati alla formazione in tema di
evidence-based medicine, casi clinici, lettere al Direttore. Ogni contri-
buto in linea con le norme editoriali generali e specifiche per le singole
rubriche viene sottoposto a processo di peer-review in doppio cieco, ed
¢ valutato alla luce delle pit recenti linee guida — Consensus
Conferences internazionali. I’ accettazione per pubblicazione ¢ subordi-
nata all’esecuzione di eventuali modifiche richieste dai reviewers ed al
parere conclusivo dei Direttori.

Le seguenti indicazioni sono state redatte secondo gli Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (Br
Med J 1988;296:6/2).

Invio dei manoscritti

L’invio puo essere effettuato per posta elettronica all’indirizzo Icastel-
li@pacinieditore.it (modalita preferita) o per posta al seguente indiriz-
zo: Lucia Castelli, redazione del Giornale Italiano di Medicina
Sessuale e Riproduttiva, Pacini Editore S.p.A., Via Gherardesca 1,
56121 Ospedaletto (PI) (Tel. 050 3130224 - Fax 050 3130300). Nella
lettera di accompagnamento dell’articolo, firmata da tutti gli Autori,
deve essere specificato che i contributi sono inediti, non sottoposti con-
temporaneamente ad altra rivista, ed il loro contenuto conforme alla
legislazione vigente in materia di etica della ricerca.

In caso di sperimentazioni su umani, gli Autori devono attestare che tali
sperimentazioni sono state svolte secondo i principi riportati nella
Dichiarazione di Helsinki (1983); gli Autori sono tenuti a dichiarare di
aver ottenuto il consenso informato per la sperimentazione e per 1’even-
tuale riproduzione di immagini. Per studi su cavie animali, gli Autori
sono invitati a dichiarare che sono state rispettate le relative leggi nazio-
nali e le linee guida istituzionali. Inoltre tutti i lavori devono contenere
in allegato la seguente dichiarazione sottoscritta dagli Autori: “I sotto-
scritti autori del lavoro ... trasferiscono, nel caso della pubblicazione
nel Giornale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva, tutti i diritti
d’ Autore all’Editore e garantiscono I’originalita del contenuto e la non
contemporanea valutazione del lavoro presso altre Riviste”.

Conlflitto di interessi

Gli Autori devono dichiarare se hanno ricevuto finanziamenti o se
hanno in atto contratti o altre forme di finanziamento, personali o isti-
tuzionali, con Aziende i cui prodotti sono citati nel testo. Questa dichia-
razione verra trattata dai Direttori come una informazione riservata. 1
lavori accettati verranno pubblicati con 1’accompagnamento di una
dichiarazione ad hoc, allo scopo di rendere nota la fonte e la natura del
finanziamento.

Responsabilita dei testi pubblicati
Gli Autori sono gli unici responsabili delle affermazioni contenute nel-
I’articolo.

Esame dei manoscritti

La Redazione accoglie solo i testi conformi alle norme editoriali genera-
li e specifiche per le singole rubriche. La loro accettazione ¢ subordinata
alla revisione critica di esperti, all’esecuzione di eventuali modifiche
richieste ed al parere conclusivo dei Direttori scientifici. Gli Autori ver-
ranno informati dell’eventuale accettazione o meno dei manoscritti entro
60 giorni, salvo eventuali imprevedibili ritardi. Agli Autori ¢ riservata la
correzione ed il rinvio (entro e non oltre 72 ore dal ricevimento) delle sole
prime bozze del lavoro. Le eventuali modifiche e correzioni devono esse-
re ridotte al minimo e apportate esclusivamente sulle bozze di stampa. Un

modulo per la richiesta ed il pagamento degli estratti verra inviato unita-
mente alle bozze a cura dell’Editore.

Preparazione dei manoscritti

11 testo deve essere scritto preferibilmente con il programma Microsoft
Word versione 6.0 o successive oppure salvato in formato .rtf (Rich
Text Format) con interlinea 2, margine di 2,5 cm, 25 righe per pagina,
carattere Times, corpo 12. Non utilizzare in nessun caso programmi di
impaginazione grafica quali Publisher, Aldus Pagemaker o Quark X-
press. Non formattare il testo in alcun modo (evitare stili, bordi,
ombreggiature ...).

Le immagini devono essere salvate in uno dei seguenti formati: JPEG-
GFIF compliant (.jpg); Power Point (.ppt); Tagged Image File (.tif). I
supporti devono essere etichettati con il nome del primo autore, il tito-
lo del lavoro, il nome e la versione del programma utilizzato.

Nel caso di invio per posta, gli articoli in versione cartacea devono esse-
re accompagnati dal relativo dischetto (31/2” in formato MS-DOS,
Windows o Macintosh) o CD su cui ¢ registrata 1’ultima versione cor-
retta del testo, corrispondente alla copia dattiloscritta. I dischetti devo-
no riportare sull’apposita etichetta il nome del primo Autore, il titolo
abbreviato dell’articolo, il tipo di sistema operativo (Dos o Macintosh),
il programma di scrittura e la versione, il nome del/i file/s del/i docu-
mento/i. Ogni file deve obbligatoriamente essere accompagnato dalla
relativa copia cartacea.

Norme generali per gli Autori

Il testo deve essere in lingua italiana o inglese. Qualora in italiano, gli
Autori dovranno comunque fornire traduzione in Inglese di: titolo del
lavoro, parole chiave, riassunto, didascalie delle tabelle e delle figure,
delle domande di valutazione e delle relative risposte. Nel testo dell’e-
laborato non deve essere compreso il nome di nessuno degli Autori, né
dell’Istituto di appartenenza, per permettere un processo di peer revi-
sion con modalita che permettono una valutazione da parte dei revisori
senza conoscere 1’identita degli Autori (revisione in doppio cieco).
Nella prima pagina devono comparire: il titolo, in italiano ed inglese;
il nome per esteso e il cognome degli Autori e l'istituto o ente di
appartenenza; le parole chiave, in italiano ed inglese (una lista di 3-10
parole chiave, conformi alle norme dell’Index Medicus) ai fini di un
inserimento negli elenchi delle banche dati internazionali; la rubrica
cui si intende destinare il lavoro (decisione che & comunque subordi-
nata al giudizio della Direzione); il nome, ’indirizzo, il recapito
telefonico e I’e-mail dell’ Autore cui sono destinate la corrispondenza
e le bozze.

Nella seconda pagina comparira il riassunto (breve, non deve superare
le 250 parole, ed adeguato all’estensione del testo) in Italiano ed Inglese
(summary). 1l riassunto, che, non dovra essere semplicemente descritti-
vo, bensi indicare con precisione lo scopo dello studio, i principali risul-
tati, riportando, se possibile i dati specifici, ed infine le conclusioni
essenziali, secondo il seguente schema: Premessa, Scopo, Metodi,
Risultati, Conclusioni. Si richiede di utilizzare solamente le abbrevia-
zioni riconosciute a livello internazionale. Nella sezione Scopo va sin-
tetizzato con chiarezza 1’ obiettivo (o gli obiettivi) del lavoro, vale a dire
Iipotesi che si ¢ inteso verificare; nei Metodi va riportato il contesto in
cui si ¢ svolto lo studio, il numero e il tipo di soggetti analizzati, il dise-
gno dello studio (randomizzato, in doppio cieco ...), il tipo di tratta-
mento e il tipo di analisi statistica impiegata. Nella sezione Risultati
vanno riportati i risultati dello studio e dell’analisi statistica. Nella
sezione Conclusioni va riportato il significato dei risultati soprattutto in
funzione delle implicazioni cliniche.

A seguire il testo che potra essere scritto in italiano o in inglese e sud-
diviso nelle seguenti sezioni: Introduzione, Metodi, Risultati e
Discussione. Le note esplicative, i ringraziamenti, la bibliografia, le



legende e le tabelle dovranno essere riportate nelle ultime pagine su fogli
separati, con i testi dattiloscritti come sopra.

La bibliografia va limitata alle voci essenziali identificate nel testo con
numeri arabi ed elencate al termine del manoscritto nell’ordine in cui
sono state citate. Devono essere riportati i primi sei Autori, eventualmen-
te seguiti da et al. Le riviste devono essere citate secondo le abbreviazio-
ni riportate su Index Medicus.

Esempi di corretta citazione bibliografica per:

Articoli e riviste:
Bisset WM, Watt JB, Rivers RPA, Milla PJ. Postprandial motor respon-
se of the small intestine to enteral feeds in preterm infants. Arch Dis
Child 1989;64:1356-61.

Libri:
Smith DW. Recognizable patterns of human malformation. Third
Edition. Philadelphia: WB Saunders Co. 1982.

Capitoli di libri o Atti di Congressi:
Milla PJ. Electrogastrography in childhood: an Overview. In: Chen
JDZ, McCallum RW, eds. Electrogastrography Principles and
Applications. New York: Raven Press Ltd 1994, p. 379-96.

* Le unita di misura. Tutte le misurazioni dovranno essere espresse in
unita SI (Systeme International), riportando eventualmente di seguito,
tra parentesi i medesimi dati in unita convenzionali.

e Le abbreviazioni. Ad eccezione che per le unita di misura riconosciu-
te, le abbreviazioni sono sconsigliate. La prima comparsa di una
abbreviazione deve sempre essere preceduta dal termine completo
che la stessa sostituisce.

e I nomi di farmaci. Si deve impiegare il nome generico. Se gli autori lo
desiderano il nome commerciale puo essere indicato in calce.

e I permessi. 11 materiale desunto da altre fonti dovra sempre essere
accompagnato dal permesso scritto sia dell’ Autore che dell’Editore
per la riproduzione sulla rivista.

e Il Copyright. La rivista ¢ protetta da copyright. Una dichiarazione per
il trasferimento alla rivista dei diritti d’autore, verra apposta tramite
timbro, sulle prime bozze di stampa e dovra essere firmata dall’autore.

o I ringraziamenti, indicazioni di grants o borse di studio, vanno citati
al termine della bibliografia.

* Le note, contraddistinte da asterischi o simboli equivalenti, compari-
ranno nel testo, a pi¢ di pagina.

o [ termini matematici, formule, abbreviazioni, unita e misure devono
conformarsi agli standards riportati in Science 1954;120:1078.

e Le Tabelle devono essere pienamente comprensibili e completare il
testo, evitando ripetizioni dello stesso. Devono essere contenute nel
numero (evitando di presentare lo stesso dato in piu forme), dattilo-
scritte una per pagina e numerate progressivamente con numerazione
romana e contraddistinte da una didascalia precisa (in italiano e in
inglese) riprodotte con interlinea 2 su figli separati. Si consiglia di
compilare le tabelle con un numero di colonne compreso fra 6 e 12.
Nel testo della tabella e nella legenda utilizzare, nell’ordine di seguito
riportato, i seguenti simboli: *, , &, §, I, **, 71, £ ...

e Le Figure, per gli invii per posta, vanno riprodotte in foto. I grafici
e i disegno possono essere in fotocopia purché di buona qualita. Le
figure devono essere numerate e devono riportare sul retro, su
un’apposita etichetta, il nome dell’ Autore, il titolo dell’articolo, il
verso (alto). Ogni figura dovra essere corredata da didascalia in ita-
liano e inglese. Gli Autori sono invitati ad inviare le illustrazioni su
dischetto, secondo le seguenti norme: salvare le immagini in files
separati dal testo e dalle tabelle. E possibile utilizzare dischetti da
31/2”, lomega Zip o CD. Inviare immagini esclusivamente in forma-
to TIFF o EPS, oppure in formato JPEG. Inserire nel nome del file
un’estensione che identifichi il formato del file (esempio: .tif; .eps;
Jpeg; .ppv).

e Le domande: per il numero di domande da allegare si faccia riferi-
mento alla sezione delle norme specifiche per le singole rubriche.

Norme specifiche per le singole rubriche
1. Editoriali: sono intesi come brevi considerazioni generali e pratiche
su temi d’attualita o di commento ad articoli originali, in lingua ita-

liana o inglese, sollecitati dai Direttori o dai componenti il Comitato
di redazione. E omesso il riassunto.

2. Articoli originali: comprendono lavori che offrono un contributo nuovo
o frutto di una consistente esperienza, anche se non del tutto originale,
in un determinato settore. Nell’ottica del carattere educazionale della
rivista, anche gli articoli originali devono dedicare una parte significa-
tiva delle sezioni “Introduzione” e “Discussione” allo stato dell’arte
dell’argomento. Devono anche essere allegate 3-5 domande a scelta
multipla (ognuna con almeno 3 possibili risposte, e quella corretta evi-
denziata in grassetto). E prevista la seguente strutturazione: introduzio-
ne, materiale e metodi, risultati, discussione e conclusioni. Il testo non
dovrebbe superare le 15 pagine dattiloscritte comprese iconografia,
bibliografia e riassunto (che deve essere strutturato, max. 250 parole, v.
“Norme generali per gli Autori”). Legenda di tabelle e figure a parte.

3. Articoli di aggiornamento: possono anche essere commissionate dai
Direttori. Di regola non devono superare le 20 pagine dattiloscritte,
comprese tabelle, figure e voci bibliografiche. Legenda di tabelle e
figure sono a parte. Il riassunto deve essere di max 200 parole.
Devono essere allegati 3 gruppi di 3-5 domande a scelta multipla
(ognuna con almeno 3 possibili risposte, e quella corretta evidenzia-
ta in grassetto): il primo gruppo ad 1/3 del manoscritto, il secondo a
meta, ed il terzo alla fine.

4. Articoli finalizzati alla formazione in tema di Evidence-Based
Medicine: in genere vengono commissionati dai Direttori. Sono da alle-
gare 3 gruppi di 3-5 domande a scelta multipla (ognuna con almeno 3
possibili risposte, e quella corretta evidenziata in grassetto): il primo
gruppo ad 1/3 del manoscritto, il secondo a meta, ed il terzo alla fine.

5. Casi clinici: il caso clinico dovrebbe essere di interesse generale ed illu-
strare I’applicazione di recenti Linee Guida internazionali al caso in
esame tenendo conto delle indicazioni riportate nella letteratura scienti-
fica per quanto attiene diagnosi, prognosi e terapia. Sono desiderabili
casi clinici che descrivono le principali difficolta che si incontrano nella
pratica clinica o che hanno come oggetto problemi ancora irrisolti o inu-
suali nei processi decisionali che riguardano le patologie pitt comuni. I
caso clinico dovrebbe avere una lunghezza di circa tre pagine. Devono
essere allegate 3-5 domande a scelta multipla (ognuna con almeno 3
possibili risposte, e quella corretta evidenziata in grassetto).

6. Lettere al Direttore: possono far riferimento anche ad articoli gia
pubblicati. In questo caso la lettera verra preventivamente inviata
agli Autori dell’articolo e I’eventuale risposta degli stessi pubblicata
in contemporanea. La loro estensione non dovrebbe superare le due
pagine dattiloscritte, precedute dal titolo.

Promemoria per gli Autori

Lettera di accompagnamento dell’articolo con dichiarazione di origina-
lita e di cessione dei diritti all’editore e, se del caso, che gli Autori sono
in possesso del consenso informato dei pazienti alla sperimentazione e/o
alla riproduzione delle immagini.

Titolo, parole chiave, riassunto e didascalie in italiano e in inglese.
Invio preferenziale per e-mail all’indirizzo Pacini.Editore @pacinieditore.it

Gli estratti sono addebitati agli Autori a prezzo di costo. Assegni e
vaglia vanno inviati a:

Giornale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva

Pacini Editore S.p.A., via Gherardesca, 56121 Ospedaletto (PI).

Abbonamenti

I Giornale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva & trimestrale. I
prezzi degli abbonamenti annuali per i non Soci sono i seguenti:

Italia 61; estero 71. Questo fascicolo 21.

Le richieste di abbonamento e ogni altra corrispondenza relativa agli
abbonamenti vanno indirizzate a:

Giornale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva

Pacini Editore S.p.A., via Gherardesca, 56121 Ospedaletto (PI)

Tel. 050 313011 - Fax 050 3130300

abbonamenti @pacinieditore.it * http://www.pacinieditore.it

Finito di stampare presso le Industrie Grafiche della Pacini Editore
S.p.A. — Novembre 2006



Informations for authors including editorial standards for the
preparation of manuscripts

The Giornale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva — Italian
Journal of Sexual and Reproductive Medicine — is the official journal of
the Italian Society of Andrology in the field of Medical Education. It
publishes both in Italian and English, contributions in the form of edi-
torials, updates, original articles, Evidence-based Medicine articles,
case reports, letters to the Editor.

Each contribution undergoes a double-blind peer-reviewing process and
is evaluated on the basis of the most recent Guidelines and International
Consensus Conferences.

The eventual acceptance of articles for publication is conditional upon
the implementation of any changes requested by reviewers, and the
final decision of the Editor.

Authors will be informed about acceptance of the manuscript within 60
days; they will be given 72 hours for proof-correction (only a set of
proofs will be sent to Authors): corrections should be reduced to the
minimum and must be made directly on the received proofs. A form for
reprints order and payment will be sent together with the proofs.

Manuscripts submission

The manuscript to be submitted for publication should be sent by reg-
ular mail or E-mail (preferred way) to:

Lucia Castelli, Editorial Office — Giornale Italiano di Medicina
Sessuale e Riproduttiva, Pacini Editore S.p.A., Via Gherardesca 1,
56121 Ospedaletto (PI) (Tel. 050 3130224 - Fax 050 3130300)

E-mail: Icastelli@pacinieditore.it

A separate covering letter, signed by every Author, must state that the
material submitted has not been previously published, and is not under
consideration (in whole or in part) elsewhere, and that it is conform
with the regulations currently in force regarding research ethics. If an
experiment on humans is described, a statement must be included that
the work was performed in accordance with the principles of the 1983
Declaration of Helsinki. The Authors are solely responsible for the
statements made in their paper, and must state that they have obtained
the informed consent of patients for their participation in the experi-
ments and for the reproduction of photographs. For studies performed
on laboratory animals, the authors must state that the relevant national
laws or institutional guidelines have been adhered to.

All papers should also include a separate covering letter undersigned by
all Authors stating that, if and when the manuscript is accepted for pub-
lication, the authors hand over the transferable copyrights of the accept-
ed manuscript to the publisher; and that the manuscript or parts thereof
will thus not be published elsewhere, in any language, without the con-
sent of the copyright holder. Copyrights include, without spatial or time
limitation, the mechanical, electronic and visual reproduction and dis-
tribution; electronic storage and retrieval; and all other forms of elec-
tronic publication or any other types of publication including all sub-
sidiary rights.

Conlflict of Interests

In the letter accompanying the article, Authors must declare if they got
funds, or other forms of personal or institutional financing — or even if
they are under contract — from Companies whose products are men-
tioned in the article. This declaration will be treated by the Editor as
confidential, and will not be sent to the referees. Accepted works will
be published accompanied by a suitable declaration, stating the source
and nature of the financing.

The following indications are based on the Uniform Requirements for
Manuscripts  Submitted to Biomedical Journals (Br Med J
1988;296:6/2).

Manuscript preparation

The text must be typewritten in either Italian or English. Word 6.0 or
following versions are preferred (save files in DOC or .RTF format, 25
lines per page, double line spacing and 2,5 cm margins, font Times 12).
Do not use desktop publishing programmes such as Aldus Pagemaker,
Quark X-Press or Publisher. Retain from complex formatting.

Picture should be submitted as separate files from text files, on separate
diskettes or cartridges. 3 1/22 diskettes, lomega Zip, and CDs can be
submitted. Submit only TIFF, JPEG or PPT files, with a minimum res-
olution of 300 dpi and 10 x 15 cm format.

Figures in the form of photographs must be provided in 3 original
copies, labelled and numbered on the back, with the indication of the
Author, of the title of the article and of the top of the picture.
Diskettes/CDs containing texts and/or figures should be labelled with
the last name of the first author, an abbreviated title of the manuscript,
computer type, word processing programme and version, and file
name(s) of the document(s).

A typewritten copy must always be included.

General instructions for Authors

Text must be written in Italian or English. If the text is in Italian,

Authors should provide the English translation of:

title;

key words;

an abstract;

captions and legends for all tables and figures;

questions and answers for the education section.

No name of Authors or Institutions should appear in the text in order to

have a full double-blind peer-reviewing process.

On the first page of the manuscript should appear:

e title (in Italian and English);

¢ full name of Authors;

* institute or organisation to which each author is affiliated;

¢ a set of key-words (from 3 to 10, conforming to the Index Medicus
rules);

« the category under which the authors intend the work to be published
(although the final decision here rests with the Editor);

o the name, mailing address, and telephone and fax numbers of the
author to whom correspondence and the galley proofs should be sent.

The second page should contain the abstract (concise, less than 250
words) in Italian and English: the abstract must be subdivided into the
following sections: Background, Objective(s), Method(s), Results,
Conclusion(s). In the Aim section, the aim (or the aims) of the work
must be clearly summarised (i.e., the hypothesis the Authors want to
verify); in the Method(s) section, the Authors must report the context of
the study, the number and the kind of subjects under analysis, the kind
of treatment and of statistical analysis used. In the Results section are
reported the results of the study and of the statistical analysis. In the
Conclusions section is reported the significance of the results with
regard to clinical implications.

Authors are asked to use only abbreviations internationally accepted.

The following pages should contain the text written in Italian or
English: the text must be subdivided into the following sections:
Introduction, Method(s), Results, Discussion.

At the end of the text should appear the bibliography, the legends to the
tables and figures.

The bibliography must be limited to the most essential and relevant ref-
erences, identified in the text by Arabic numbers and listed at the end of
the manuscript in the order in which they are cited. The format of the



references in the bibliography section should conform with the exam-
ples provided in N Engl J Med 1997;336:309-15. The first six Authors
must be indicated, followed by et al. Journals should be cited according
to the abbreviations reported on Index Medicus.

Examples of the correct format for bibliographic citations:

Journal/articles:

Bisset WM, Watt JB, Rivers RPA, Milla PJ. Postprandial motor respon-
se of the small intestine to enteral feeds in preterm infants. Arch Dis
Child 1989;64:1356-61.

Books:

Smith DW. Recognizable patterns of human malformation. Third
Edition. Philadelphia: WB Saunders Co. 1982.

Chapters from books or material from conference proceedings:
Milla PJ. Electrogastrography in childhood: an Overview. In: Chen
JDZ, McCallum RW, eds. Electrogastrography Principles and
Applications. New York: Raven Press Ltd 1994:379-96.

e All units of measurement should be reported in the metric system in
the terms of the International System of Units (SI), reporting in
parentheses, if necessary, the same data in conventional units.

e Abbreviations should be avoided unless they are standard units of
measurement. The full term for which an abbreviation stands should
precede its first use in the text.

e Drugs should be referred to by their chemical name; the commercial
name should be used only when absolutely unavoidable (capitalizing
the first letter of the product name).

e If a figure or a text has been published, acknowledge the original
source and submit written permission from the copyright holder to
reproduce the material. Permissions are required irrespective of
authorship or publisher, except for documents in public domain.

* A statement for copyright assignment to the journal will be included
in the proofs and must be signed by the Author.

e Acknowledgements and the citation of any grants or other forms of
financial support should be provided after the bibliography.

* Notes to the text, indicated by an asterisks or similar symbols, should
appear at the bottom of the relevant page.

e Mathematical terms and formulae, abbreviations, and units of meas-
ure should conform to the standards set out in Science
1954;120:1078.

e Tables (in 3 copies) must be limited in number (the same data should
not be presented twice, in both the text and tables), typewritten one
to a page, and numbered consecutively with Roman numbers. In the
text and legend of the tables, Authors must use, in the exact order, the
following symbols: *, ¥, &, I, **, 71, £ ...

e Figures in the form of photographs must be provided in 3 original
copies, labelled and numbered on the back, with the indication of the
Author, of the title of the article and of the top of the picture.
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Nuove prospettive sulla sindrome di Klinefelter

New Perspectives in Klinefelter Syndrome

F. CECCATO, D. ZUCCARELLO, R. SELICE, C. FORESTA

Universita di Padova, Dipartimento di Istologia, Microbiologia e Biotecnologie Mediche, Centro di Crioconservazione dei Gameti
Maschili, Padova, Italia

Parole chiave: Sindrome di Klinefelter, Infertilita Maschile, Ipogonadismo Ipergonadotropo, Recettore degli Androgeni

Key words: Klinefelter Syndrome, Male Infertility, Hypergonadotropic Hypogonadism, Androgen Receptor

Riassunto

La sindrome di Klinefelter costituisce la piu frequente aneuploidia cromosomica maschile ed ¢ causata dalla presenza sovrannume-
raria di uno o pitt cromosomi X nel cariotipo maschile. Questa aneuploidia ¢ secondaria ad una non disgiunzione meiotica nei game-
ti di uno dei genitori. Oltre che al cromosoma in eccedenza, il fenotipo clinico ¢ direttamente correlato anche a un polimorfismo del
recettore degli androgeni (esone 1), che causa un’elevata eterogeneita dei principali sintomi clinici, ovvero ipogonadismo, alterazio-
ni endocrinologiche, infertilita, ginecomastia, ridotto sviluppo dei caratteri sessuali secondari maschili. Dal momento che i sintomi
clinici sono molto variabili (senza considerare eventuali casi di mosaicismo) la diagnosi risulta particolarmente difficile, e molti ca-
si non vengono rilevati o vengono scoperti in ritardo. In questo lavoro presentiamo la sintomatologia clinica classica del paziente Kli-
nefelter e lo stato dell’arte delle piu recenti scoperte di Biologia Molecolare, con particolare risalto alla possibilita di alcuni pazienti
di avere figli mediante nuove tecniche di fecondazione assistita.

Summary

Klinefelter’s Syndrome is the most common male chromosomal aneuploidy, caused by one or more sovrannumerary X chromosomes
in male karyotype. The extra-X chromosome results from a meiotic non-disjunction in parental germ cells. The clinical phenotype is
directly correlated with extra-X chromosome and to an androgen receptor polymorphism (in exon 1), causing marked heterogeneity
of clinical symptoms, such as hypogonadism, endocrine disorders, infertility, gynecomastia and deficient development of secondary
male sexual features. The diagnosis is sometimes very difficult because of this marked variation on phenotypical traits (without con-
sidering mosaicisms), and the clinical definition for lot of patients is tardy or missing. This article presents the classical clinical pic-
ture of the Klinefelter patient and it includes the state of art of the most recent molecular biology discoveries, with particular promi-
nence to the procreation’s chance get by new assisted reproduction’s techniques.

Storia ed epidemiologia

La sindrome di Klinefelter (KS) fu descritta per la pri-
ma volta nel 1942 da Harry F. Klinefelter et al. come
una patologia endocrina che si manifesta con un quadro
clinico caratterizzato da: testicoli fibrosi di ridotte di-
mensioni, ginecomastia bilaterale, ipogonadismo iper-
gonadotropo e un alterato metabolismo degli steroidi
sessuali, secondario alla scarsa concentrazione ematica
di androgeni . La sindrome fu caratterizzata dal punto
di vista patogenetico 17 anni piu tardi nel 1959, quan-
do Jacobs e Strong dimostrarono che i maschi affetti da
KS non possedevano un normale cariotipo 46,XY ma
presentavano almeno un cromosoma X soprannumera-
rio 2. La sindrome ¢ una delle pitt comuni forme di ipo-

gonadismo maschile e la sua prevalenza ¢ di 1/660-
1.000 maschi nati vivi. Tale intervallo di frequenza ¢
cosl ampio perché ancora oggi ben 2/3 dei casi non vie-
ne diagnosticato. Il 10% dei soggetti viene individuato
mediante diagnosi prenatale, mentre un altro 25% vie-
ne identificato solo tardivamente in etd adulta >, me-
diante segni clinici caratteristici, quali I’infertilita e 1'i-
pogonadismo.

Secondo un recente studio #, la KS di per sé aumenta del
40% la mortalita dei pazienti, riducendone la vita me-
dia di circa 2,1 anni, principalmente a causa di tutte le
patologie associate in varia maniera alla KS, quali il
cancro, il diabete mellito, le infezioni e le patologie car-
diovascolari in genere. I pazienti con KS presentano un
rischio aumentato del 69% di venir ricoverati in ospe-

Corrispondenza: prof. Carlo Foresta, Dipartimento di Istologia, Microbiologia e Biotecnologie Mediche, Centro di Crioconservazio-
ne dei Gameti Maschili, Universita di Padova, via Gabelli 63, 35121 Padova, Italy - Tel. +39 049 8212639 - Fax +39 049 8213222 -
E-mail: carlo.foresta@unipd.it
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dale anche prima della diagnosi * e quindi non solo
dopo la conferma di malattia.

Patogenesi

Nell’80% dei casi il cariotipo responsabile della KS &
47,XXY. La quota rimanente di pazienti presenta
aneuplodie pit numerose, come 48 XXXY o
49, XXXXY, caratterizzate da forme cliniche piu gra-
vi, mentre una porzione piu ristretta di pazienti presen-
ta un mosaicismo cromosomico 46,XY/47,XXY con
fenotipo altamente variabile in proporzione alla fra-
zione di cellule che presentano un X soprannumerario.
In questi ultimi la diagnosi clinica puo essere ancora
piu difficoltosa, in quanto il mosaicismo pud esser
confinato ai soli testicoli ed escludere i linfociti, sui
quali di routine si effettua la diagnosi citogenetica.

Il cromosoma sessuale sovrannumerario deriva da
un’errata disgiunzione nei gameti dei genitori durante
la spermatogenesi o 1’ovogenesi, mentre i mosaici so-
no frutto di errori di origine mitotica avvenuti ai primi
stadi di divisione dell’embrione. Alterazioni numeri-
che dei cromosomi sono spesso frutto di diploidie del-
I’ovocita, nella maggior parte dei casi dovute ad eta
materna avanzata, e possono essere causa di KS °.
D’altro canto, una quota rilevante dei casi di KS cor-
rela invece con una disomia dell’X presente negli
spermatozoi e secondo altri Autori la quota di corre-

Non disgiunzione paterns in M | MNon disgiunzgione materna in M |
Spermatacila primario Crvcita [
N
3 [ In )
XY L

Figoie
K&

sponsabilita paterna si avvicina a quella materna °.
Sebbene alcuni Autori considerino irrilevante I’eta dei
genitori come fattore di rischio per la KS ©, alcuni re-
centi studi correlano I’aumento dell’etd materna con
I’aumentata incidenza della sindrome 7.

Il meccanismo che durante la gametogenesi causa la
presenza di due o piu copie del cromosoma X diffe-
risce perd di gran lunga tra i due genitori (Fig. 1).
Nella madre gli errori possono avvenire frequente-
mente durante la prima divisione meiotica (MI) e in
numero minore nella seconda (MII). In una non-di-
sgiunzione materna durante MI, 1’ovocita primario
diploide 2n,XX si divide in un globulo polare n e un
ovocita secondario n,XX che, una volta fecondato da
uno spermatozoo con corretto corredo aploide, for-
mera uno zigote 47,XXY. In caso di non-disgiunzio-
ne materna durante MII, 1’ovocita primario si divide
correttamente durante MI in un globulo polare e un
ovocita secondario; quest’ultimo in MII va incontro
a non disgiunzione, dando origine a un ovocita matu-
ro n,XX che, dopo la fecondazione, dara origine ad
uno zigote 47,XXY.

Al contrario, nel padre, I’aneuploidia cromosomica
puo avere origine solo nella MI, nel passaggio da
spermatocita di primo ordine a quello di secondo or-
dine. In questo stadio vengono prodotti spermatociti
secondari ipoaploidi n (senza cromosomi sessuali) e
spermatociti aneuploidi n,XY che quando fecondano
un ovocita normale creano uno zigote 2n,XXY.

MNon disginnzione materna in M 11

Cvesla primario

-\\-\.

[ n

% x J

Fig. 1. Non-disgiunzione meio-
tica durante la gametogenesi
negli spermatozoi (a sinistra) o
negli ovociti (a destra): la frec-
cia indica lo stadio in cui avvie-
ne la non-disgiunzione. Ml =
prima divisione meiotica; MIl =
seconda divisione meiotica.
Meiotic non-disjunction in germ-
cells development in spermato-
zoa (on the left) or oocytes (on
viome  he right): arrow shows the non-
ks disjunction. Ml = first meiotic
division; MIl = second meiotic
division.
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Comportamento del cromosoma X
soprannumerario

Nelle donne sono normalmente presenti due cromo-
somi X (46,XX), mentre nel maschio sono presenti
un solo cromosoma X e un Y (46,XY). Quest’ultima
condizione, definita emizigosi, comporta che il ma-
schio possieda una sola copia dei geni veicolati dal
cromosoma X. Per compensare il dosaggio genico,
nelle donne uno dei due cromosomi X viene inattiva-
to (silenziato) quando I’embrione femminile ¢ anco-
ra alle prime divisioni mitotiche, in uno stadio infe-
riore alle 100 cellule. Questo fenomeno si chiama
Lyonizzazione in onore di Mary Lyon, che per prima
descrisse questo pattern biologico nel 1961 . Il silen-
ziamento di uno dei due cromosomi X avviene trami-
te metilazione di alcune sequenze di DNA con con-
seguente compattamento della cromatina, che di fat-
to diventa inaccessibile alla RNA-polimerasi, impe-
dendo cosi la trascrizione dei geni. La scelta del cro-
mosoma da inattivare ¢ completamente casuale e
possiede una certa “memoria”, tanto che le cellule fi-
glie possiedono tutte il medesimo pattern di “X inat-
tivato” della cellula da cui derivano. Il gene deputa-
to al controllo dell’inattivazione ¢ XIST (X inactive
specific transcript), che agisce sul centro di attiva-
zione dell’X detto Xic (X inactivation center), un lo-
cus cis-attivo del cromosoma X che regola e gestisce
I’eventuale inattivazione. Il gene XIST si trova nel
braccio lungo dell’X e trascrive per un RNA che vie-
ne espresso solo dal cromosoma inattivato. Dato che
tale RNA si trova nel nucleo e non codifica per alcu-
na proteina, sembra proprio che sia I’'RNA stesso a
regolare I’inattivazione epigenetica dell’X. XIST
non viene normalmente espresso nei maschi con ca-
riotipo normale (46,XY), in quanto la presenza di un
unico cromosoma X impedisce la sua trascrizione.
Ognuno dei due cromosomi X del maschio KS pos-
siede una probabilita a priori di rimanere attivo del
50%: all’interno di Xic c’¢ una regione definita Xce
(X controlling element), destinata alla scelta di quale
cromosoma X inattivare. In caso di eterozigosi di
Xce (che si configura nel maschio KS) uno dei due ¢
piu attivo e garantisce la trascrizione del cromosoma
che lo veicola; viceversa, in caso di omozigosi per
Xce non vi sono ipermetilazioni preferenziali e
ognuno dei due cromosomi X ha la stessa probabilita
di esser silenziato °.

Un ulteriore elemento di complessita & costituito dal
fatto che non tutti i geni presenti sull’X ipermetilato
vengono silenziati. Secondo studi recenti, il 15% dei
geni X-linked sfugge all’inattivazione e quindi si

presenta in duplice copia biallelica nei pazienti con
KS 9! Curiosamente, i geni che sfuggono all’inat-
tivazione sono principalmente localizzati in un clu-
ster nella parte distale del braccio corto del cromoso-
ma X (Xp), mentre altri studi indicano i geni localiz-
zati nel braccio lungo (Xq) come principali responsa-
bili della patogenesi della KS '°. Qualunque sia la lo-
ro localizzazione, il fenotipo causato dalla sindrome
deriva probabilmente proprio dalla presenza di un
dosaggio genetico non compensato, perché doppio
rispetto al normale.

Recenti studi sui topi hanno dimostrato che esistono
almeno una decina di geni X-linked che vengono se-
lettivamente espressi durante la spermatogenesi e
sembrano implicati nello sviluppo dei gameti nella fa-
se mitotica iniziale della spermatogenesi. Di questi,
sei geni sono sicuramente espressi anche nel testicolo
umano e, sebbene la loro funzione sia ancora scono-
sciuta, sembrano essere coinvolti nella mitosi dello
spermatogonio. Un’alterazione di tali geni potrebbe
essere implicata nella ridotta fertilita dei pazienti KS,
poiché nella maggior parte di questi soggetti gli sper-
matogoni si bloccano proprio dopo la prima mitosi, in-
capaci di avanzare allo stadio di meiosi '%.

KS e polimorfismo del Recettore degli
Androgeni

Il Recettore degli Androgeni (RA) € una proteina ap-
partenente alla famiglia dei recettori nucleari, dotata
di un dominio che riconosce selettivamente gli an-
drogeni. RA ¢ composto da 3 domini: un dominio
TAD situato all’estremita N-terminale e dotato di at-
tivita trans-attivante, un dominio DBD che riconosce
specifiche sequenze di DNA e un dominio LBD con
residui specifici per il legame con gli androgeni.
Quando arriva il segnale umorale 1’ormone steroi-
deo, altamente lipofilo, attraversa la membrana cel-
lulare, si lega a RA costituendo il complesso dimeri-
co ormone-recettore attivo che, tramite una modifica
conformazionale, trasloca nel nucleo dove, mediante
il dominio DBD, si lega a determinate sequenze di
DNA, consentendone la trascrizione. 11 gene RA
mappa nel locus Xql1-12, la cui sequenza nucleoti-
dica non ¢ omogenea nella popolazione perché pos-
siede un tratto altamente polimorfico a livello del
primo esone, in cui € presente una sequenza ricca di
triplette CAG (Fig. 2) che vengono tradotte in un
tratto di poli-glutamine nel dominio TAD.

Recentemente si € scoperto che questo polimorfismo
¢ direttamente responsabile dell’affinita del recettore
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Fig. 2. Struttura del recettore umano degli androgeni: TAD = dominio transattivatore, DBD = dominio che lega DNA,
LBD = dominio per I'androgeno. Human androgen receptor structure: TAD = transactivation domain, DBD = DNA bind-

ing domain, LBD = ligand binding domain.

per il proprio ligando: proteine con una espansione
CAG corta sono molto affini e sensibili all’androge-
no perché costituiscono un complesso ormone-recet-
tore stabile con elevata capacita di transattivare le se-
quenze target di DNA 3. Viceversa, proteine con una
lunga espansione CAG sono poco affini all’ormone
e, se la ripetizione supera le 40 triplette, insorge inol-
tre una grave patologia, detta atrofia spino-bulbare di
Kennedy. Tale patologia neuromuscolare ¢ associata
ad un marcato ipogonadismo primario con un grado
variabile di ginecomastia.

Potenzialmente, i soggetti con KS possiedono due lo-
ci per I’RA (uno in ogni cromosoma), entrambi teo-
ricamente inattivabili con la medesima probabilita.
Da recenti studi ' risulta chiaro pero che la scelta di
inattivare uno dei due cromosomi non € casuale, ma
viene preferenzialmente inattivato il cromosoma X
che veicola I’RA con I’espansione polimorfica CAG
piu corta (per cui viene silenziato I’RA piu attivo). I
soggetti con KS quindi non solo possiedono una
scarsa produzione di androgeni (secondaria all’ipo-
gonadismo) ma anche un recettore attivo meno affi-
ne agli androgeni perché dotato di una piu lunga se-
quenza di poli-glutamina.

La lunghezza dell’espansione CAG ¢ finora I'unico
parametro geneticamente individuabile che correla
direttamente con I’ampio grado di variabilita fenoti-
pica della KS, con particolare riferimento all’ipogo-

nadismo, all’infertilita, alla ginecomastia e alla den-
sita ossea.

Segni clinici

I principali segni clinici che si riscontrano nella KS so-
no: ipogonadismo, infertilita, alterazione dell’assetto
ormonale, tratti dismorfici con anomalie dei caratteri
sessuali secondari, problemi di natura psico-compor-
tamentale, patologie cardiovascolari ed osteoporosi.
L’ipogonadismo si definisce come un quadro clinico
caratterizzato da una inadeguata sintesi di testostero-
ne da parte dei testicoli. Nella KS la ridotta secrezio-
ne non ¢ secondaria ad una patologia dell’adenoipo-
fisi o dell’ipotalamo (i cui ormoni sono necessari per
la sintesi gonadica degli steroidi sessuali) ma ad una
primitiva alterazione degenerativa del parenchima
testicolare. La progressiva degenerazione fibrosa dei
tubuli seminiferi inizia gia nel feto, continua nell’in-
fanzia e subisce una rapida progressione nella pu-
berta '°, momento in cui inizia lentamente a farsi sen-
tire I’insufficienza di androgeni. I testicoli dei pa-
zienti con KS sono di ridotte dimensioni e di notevo-
le consistenza perché atrofici e fibrosi. Il volume me-
dio delle gonadi, misurato con ecografia testicolare,
si attesta sui 5,5 ml °, mentre nei maschi sani oscilla
in un range di 12-30 ml.
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L’ipogonadismo causa infertilita nel maschio adulto,
ovvero una delle ragioni principali per cui il sogget-
to KS si rivolge ad un centro specialistico in cui ven-
gono generalmente eseguiti degli accertamenti in se-
guito ai quali, nella maggior parte delle volte, viene
posta per la prima volta la diagnosi di KS (vedi para-
grafo dedicato).

Dal punto di vista endocrinologico le concentrazioni
sieriche di molti ormoni sono alterate: non solo il te-
stosterone (< 200 ng/dl or < 7 nmol/l) ma anche I’ini-
bina-f3, un ormone polipeptidico, & carente a causa del-
la sua ridotta produzione da parte delle cellule di Ser-
toli. I livelli di inibina-f3 sono comparabili nel periodo
prepubere sia nei soggetti KS che nei controlli; dopo i
13 anni perd nella popolazione adulta sana I’ormone si
riscontra in una concentrazione sierica di 150-200
pg/ml, mentre nei pazienti con KS & generalmente in-
feriore a 50 pg/ml '*. Mancando il feedback inibitorio
fisiologico di questi due ormoni a livello ipofisario vi
¢ una eccessiva secrezione di LH e FSH, che caratte-
rizzano il quadro generale dell’ipogonadismo ipergo-
nadotropo. L’incremento dell’ormone follicolo-sti-
molante (FSH) si attesta nei pazienti con KS ad una
concentrazione media di 33,7 U/l, contro una media
nella popolazione normale maschile inferiore alle 7
U/I; I’ormone luteinizzante (LH) risulta aumentato in
misura piu ridotta da 2-10 U/l a 18,7 U/I. Viceversa,
i livelli di estrogeni, soprattutto il 17-B-estradiolo,
sono all’incirca doppi rispetto ai controlli ®'*. A cau-
sa dell’eliminazione del feedback inibitorio di con-
trollo fornito fisiologicamente dagli androgeni il fe-
gato produce una maggior quota di SHBG (sex hor-
mone binding globulin); nei soggetti con KS Ia pro-
teina si trova a una concentrazione superiore al ran-
ge normale (11-71 nmol/l) . Dopo i 25 anni, circa il
70% dei pazienti manifesta un generale calo della libi-
do e della potenza sessuale come risultato del deficit
generalizzato di androgeni .

Dal punto di vista fenotipico il 40% dei soggetti con
KS manifesta la presenza di taurodontismo '®, un’a-
nomalia caratterizzata dall’ingrandimento dei denti
a causa dell’estensione del canale pulpare. Per
quanto riguarda le misure antropometriche, i valori
si attestano nella normale variabilita della popola-
zione generale, anche se circa il 20% dei soggetti
presenta di norma un aspetto enucoide, con statura
elevata, arti superiori lunghi (la cui apertura supera
di almeno due cm I’altezza dell’individuo) e scarsa
presenza di barba in viso. La statura ¢ conseguenza
di una maggiore lunghezza delle gambe, in risposta
ad una ritardata saldatura delle epifisi (fisiologica-
mente indotta dagli androgeni). La presenza di que-

sta caratteristica prima della puberta esclude che es-
sa sia dovuta alla deficienza di androgeni, ma piutto-
sto suggerisce il coinvolgimento di altri fattori al mo-
mento non noti; nell’adulto, invece 1’insufficiente at-
tivita del testosterone viene considerata come causa-
tiva. Anche, il ridotto diametro biacromiale sembra
essere invece una conseguenza del ridotto testostero-
ne in circolo. L’altezza media (180 + 6,7 cm) dei sog-
getti con ridotta espansione CAG in RA risulta signi-
ficativamente minore rispetto ai soggetti con mag-
gior numero di triplette (189,4 + 7,3 cm) '*. I carat-
teri sessuali secondari sono direttamente influenza-
ti dall’ipogonadismo, infatti la presenza di una bar-
ba normale si riscontra solo nel 20% dei casi e la
forza muscolare denota un notevole calo come con-
seguenza della ridotta androgenizzazione. Spesso si
manifesta anche una ginecomastia bilaterale che
probabilmente riflette I’eccesso di estrogeni circo-
lanti: I’ipertrofia della ghiandola mammaria & pil
frequente in soggetti con I’RA dotato di espansione
CAG pit lunga ™.

Meno precisamente quantificabili sono i tratti di-
smorfici o i problemi di natura psico-comportamen-
tale. I soggetti prepuberi con KS possono manifesta-
re difficolta di concentrazione, di comunicazione, di-
sturbi della memoria uditiva e visiva a breve termine,
scarsa socializzazione, lentezza nell’esecuzione dei
movimenti, nonché problemi di natura comporta-
mentale che potrebbero indirizzare I’andrologo ad un
possibile sospetto diagnostico 7. A livello intelletti-
vo, 1 soggetti non presentano ritardo mentale, ma
piuttosto dimostrano un certo ritardo cognitivo dal
punto di vista linguistico e organizzativo. Entrambi i
parametri sono comunque difficilmente diagnostica-
bili perché scarsamente quantificabili. In generale, i
pazienti con KS presentano in media un quoziente
intellettivo (QI) di circa 10 punti inferiore rispetto al-
la media della popolazione generale '¥, ma se si ten-
de a considerare che le limitazioni delle funzioni in-
tellettive dei pazienti con KS spesso non sono dovu-
te ad un deficit del loro QI, quanto piuttosto all’inca-
pacita di assimilare ed elaborare le nozioni in manie-
ra immediata. Questo determina in genere bassi livel-
li nella valutazione scolastica, difficolta nel linguag-
gio o disordini del discorso di tipo fonetico e/o
espressivo, che rappresentano una stigmate caratteri-
stica di questa popolazione di individui. Anatomica-
mente si pud notare un’alterata lateralizzazione degli
emisferi cerebrali. I pazienti KS con fenotipo clinico
pil evidente a volte denotano una scarsa scolarita e
una ridotta capacita di mantenere relazioni durature,
mentre i soggetti con fenotipo pit lieve possiedono
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un livello di educazione superiore e hanno una nor-
male vita di relazione '*.

Dal punto di vista cardiocircolatorio, molte patologie
hanno un’incidenza maggiore tra i soggetti con KS,
facendo emergere un probabile ruolo patogenetico
della sindrome. Ad esempio, alcune condizioni asso-
ciate a scarsi livelli ematici di testosterone, quali il dia-
bete o I’obesita addominale, sono fattori di rischio per
Iaterosclerosi. E frequente il riscontro di vene varico-
se, con associato un maggiore rischio di trombosi ve-
nosa profonda in almeno un terzo dei casi. Il maggior
rischio di patologie trombo-emboliche in soggetti ipo-
gonadici sembra esser dovuto alla ridotta fibrinolisi
secondaria al calo degli androgeni, che comporta an-
che un maggior rischio di sviluppare aterosclerosi. Nei
pazienti KS si riscontra anche di frequente una lieve
anemia >. Secondo alcune recenti teorie, il testostero-
ne stesso agisce come vasodilatatore: se iniettato diret-
tamente nelle coronarie induce aumento del lume va-
sale in soggetti con coronaropatia conclamata . In ba-
se a questo, il ridotto livello di testosterone circolante
presente nei soggetti KS potrebbe spiegare 1’aumenta-
ta incidenza di malattie cardiocircolatorie.

La sindrome inoltre, comporta una generale intolleran-
za al glucosio, in alcuni casi probabilmente secondaria
ad una alterata regolazione del metabolismo degli aci-
di grassi che comporta, a sua volta, obesita addomina-
le *: la dislipidemia incrementa quindi il rischio di svi-
luppare forme di diabete mellito di tipo 1 e tipo 2.
Infine gli ormoni sessuali giocano un ruolo fondamen-
tale nello sviluppo del sistema muscolare, osseo e ar-
ticolare: sono gia state dimostrate 1’attivita di anabo-
lizzante proteico degli androgeni e il ruolo protettivo
degli estrogeni nelle donne in eta fertile nei confronti
dell’ osteoporosi. La densita minerale ossea BMD (bo-
ne mineral density) aumenta molto durante la puberta,
per poi assestarsi in valori simili all’adulto circa due
anni dopo il completamento della puberta stessa . I
deficit di androgeni comporta direttamente un calo del
BMD, per cui i soggetti con KS presentano non solo
un maggior rischio di essere affetti da osteoporosi, ma
anche una precoce insorgenza della patologia: tra i
soggetti KS I’incidenza dell’ osteopenia supera il 40%.
A livello istologico, nell’ipogonadismo (e quindi nella
KS) si nota perdita di tessuto osseo, con ridotta attivita
osteoblastica di deposizione della matrice sia organica
che minerale, cui si aggiunge una perdita di compo-
nente compatta molto maggiore rispetto alla compo-
nente trabecolare. L’escrezione urinaria di idrossipro-
lina nei pazienti con KS varia con I’eta, con un massi-
mo durante 1’adolescenza fino a minimi cambiamenti
nell’adulto 2.

KS e cancro

La probabilita dei pazienti KS di sviluppare alcuni ti-
pi di neoplasie & peculiare, in quanto il meccanismo
patogenetico della sindrome appare direttamente cor-
relato ad alcune patologie, mentre sembra addirittura
un fattore di protezione per altre. In generale, la mor-
talita per tutti i tipi di patologia neoplastica risulta
aumentata nei pazienti con KS, con un indice di
SMR (standardized mortality ratio) pari a 1,2, men-
tre nei pazienti con mosaico 46,XY/47,XXY I'indice
di SMR ¢ 2,5 '8,

Utilizzando come parametro statistico 1’eccesso di
rischio assoluto AER (Absolute Excess Risk per
100.000 soggetti-anno) risulta particolarmente au-
mentata nella KS la mortalita per cancro ai polmo-
ni (AER + 23,7), linfomi non-Hodgkin (AER +
12,1) e tumore alla mammella maschile (AER +
9,3) 8, In quest’ultimo, la mortalita risulta 20-40
volte superiore rispetto al campione di controllo e
I’eta media della diagnosi si avvicina ai 58 anni (si-
gnificativamente diminuita rispetto ai controlli). La
trasformazione neoplastica sembra essere seconda-
ria alla ginecomastia estrogeno-dipendente *'. Per
quanto riguarda i linfomi, alcuni Autori suggerisco-
no come causa eziologica la generale immunodefi-
cienza che puo essere indotta dalla scarsa presenza
di androgeni in circolo '8,

Tale ipoandrogenizzazione ¢ protettiva nei confronti
dell’insorgenza di cancro alla prostata nei pazienti
KS, i quali presentano un rischio di trasformazione
neoplastica nettamente inferiore rispetto alla popola-
zione di controllo. E noto inoltre che vi & una corre-
lazione inversa tra numero di CAG e rischio di can-
cro alla prostata, essendo questa una neoplasia ormo-
no-dipendente '*. Poiché, come precedentemente
menzionato, nei soggetti KS vi & una preferenziale
inattivazione dell’allele CAG piu corto, cid compor-
ta un’incidenza significativamente ridotta di cancro
alla prostata con AER -10,3 '*. Secondo recenti studi
esiste un’ulteriore spiegazione al fatto che un eleva-
to livello di testosterone circolante predispone all’i-
pertrofia prostatica.

KS, fertilita e riproduzione

La KS ¢ una delle piu frequenti cause genetiche di in-
fertilita maschile. Infatti, in circa il 10% dei maschi
azoospermici, che si sottopongono ad accertamenti
per valutare la propria fertilita, viene riscontrato un
cariotipo 47,XXY.
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La maggior parte dei pazienti KS presenta un liqui-
do seminale con assenza di spermatozoi nell’eiacu-
lato *. La biopsia testicolare rivela una marcata fi-
brosi dei tubuli seminiferi, con completa assenza
della linea spermatogenetica e iperplasia delle cel-
lule di Leydig.

Anche se in generale si tende a considerare il paziente
con KS come incapace a riprodursi, sono descritte in
letteratura gravidanze ottenute con concepimento na-
turale con partner KS relativamente giovani e con oli-
gozoospermia grave ’. In rari casi, infatti, rimangono
attivi alcuni foci residui di spermatogenesi incomple-
ta, in quanto bloccata nelle fasi precoci della prima di-
visione meiotica ??, che possono andare incontro a
meiosi. Cio € ancora pil frequente nei casi di mosaici-
smo 46,XX/47,XXY. La conferma dell’esistenza di
una spermatogenesi residua ¢ data dal fatto che il nu-
mero riscontrato di eventuali spermatozoi iperaploidi
24,XX o0 24,XY ¢ significativamente maggiore rispet-
to a quelli attesi e prodotti dalla frazione di spermato-
goni normali 46,XY (Tab. I). I maschi con KS produ-
cono un elevato numero di spermatozoi aneuploidi in
risposta all’alterato cariotipo degli spermatogoni o a
non-disgiunzioni meiotiche indotte dall’ambiente te-
sticolare, particolarmente ostile € compromesso nella
sindrome. Nei gameti di un paziente affetto da KS ri-
sulta particolarmente aumentata la frequenza del nu-
mero di disomie XX (4,6 +2,6%) e XY (10,0 £ 5,9%)
mentre le disomie YY si inseriscono in un normale

range di variabilita 2. A dimostrazione del fatto che
anche gli spermatogoni 47,XXY possono andare in-
contro a meiosi, la maggior frequenza di spermatozoi
iperaploidi 24,XX 0 24,XY non ¢ associata a una mag-
gior presenza di gameti ipoaploidi 22,0 (come ci si
aspetterebbe in caso di non-disgiunzione a carico di
uno spermatogonio 46,XY).

Nei casi di residua spermatogenesi, alcune tecniche
di fecondazione assistita possono dare la possibilita
ai pazienti KS di avere figli propri. Se alcuni gameti
immaturi sono presenti nei testicoli, precisamente nei
tubuli seminiferi, essi possono essere estratti tramite
biopsie testicolari multiple mediante TESE (testicu-
lar sperm extraction). La probabilita di trovare sper-
matozoi con questo metodo in pazienti con KS si at-
testa tra il 25 e il 40%. 1l riscontro di gameti residui
¢ piu frequente nei soggetti giovani, perché il nume-
ro di spermatozoi diminuisce rapidamente con 1’eta.
Risulta percio fondamentale che la diagnosi di KS
venga fatta il prima possibile, per garantire la crio-
conservazione del seme prima che si sia manifestata
I'infertilita completa ’, dal momento che anche 1’e-
ventuale somministrazione terapeutica di androgeni
influenza negativamente la fertilita °.

Essendo tipo TESE, la biopsia testicolare ¢ una tec-
nica diagnostica particolarmente invasiva, & sempre
consigliato valutare la presenza di alcuni indicatori
che suggeriscono una residua spermatogenesi. I para-
metri che possono correlare positivamente con una

Tab. I. Frequenza delle aneuploidie dei cromosomi sessuali degli spermatozoi nel liquido seminale di dodici uomini
con sindrome di Klinefelter (da Ferlin et al. 2, mod.). Sex chromosome aneuploidies of seminal spermatozoa in twelve
men with Klinefelter Syndrome (modified from Ferlin et al. %).

Gameti normali Disomie Altri
X Y XX YY XY
43,4 48,8 1,2 0,1 1,4 5,1
51,9 24,6 6,9 0,2 14,6 1,8
56,0 28,6 3,3 0,1 10,0 2,0
49,6 48,3 0,4 0,4 0,5 0,8
49,9 44,9 0,6 0,4 1,0 3,2
49,6 28,5 4.4 0 16,4 1,1
49,8 27,5 7,5 1,8 12,8 0,6
50,8 28,4 5,8 0 14,5 0,5
51,3 24,0 6,1 0 14,2 4.4
52,4 27,0 6,4 0,1 13,5 0,6
53,2 26,4 6,4 0,3 13,1 0,6
53,9 26,2 6,5 0,4 8,4 4,6
Totale (n: 12) 51,0 = 3,1 31,9 £94" 4626 0,3+0,5 10,0 £ 5,97 21117
Controlli (n: 103) 49,4+ 1,6 49,0 1,7 0,1+0,5 0,1+09 0,2%+0,5 0,1+04

“=p<0,01
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residua fertilita sono: volume testicolare superiore ai
15 ml, valori di FSH compresi tra 31,2 e 40 U/I, pre-
senza di inibina- inferiore a 50 pg/ml e assenza di
ginecomastia 7 '°, anche se nei pazienti KS I’unico
fattore predittivo confermato per il successo di que-
sta tecnica rimane il risultato dell’esame istologico.
I1 69% dei pazienti con KS, ai quali vengono prece-
dentemente somministrati inibitori dell’aromatasi e
hCG (gonodotropina corionica umana) per stimolare
la produzione endogena testicolare di testosterone,
possiede spermatozoi gonadici necessari ad una fe-
condazione assistita con metodo ICSI (Intra Cyto-
plasmatic Sperm Injection). Tra questi circa il 30%
ottiene una gravidanza a termine e un nascituro con
cariotipo normale .

I figli nati da pazienti KS con I’ausilio della feconda-
zione assistita non presentano una piu alta incidenza
di anomalie numeriche dei cromosomi sessuali (an-
che se comunque il rischio di questa eventualita ¢ au-
mentato a causa della tecnica utilizzata), ma si ri-
scontra piuttosto un’aumentata incidenza, statistica-
mente significativa, di produrre gameti con disomia

21 nel padre . 1l fatto che la prole non presenti una
frequenza di aneuploidie dei cromosomi sessuali sta-
tisticamente significativa pud esser spiegata dal fatto
che, per esempio, gli spermatozoi alterati 24,XY po-
trebbero non essere in grado di fecondare 1’ovocita,
oppure lo zigote appena formato con un cariotipo
47,XXY potrebbe non essere in grado di procedere
oltre lo stadio embrionale **. Un’adeguata diagnosi
preimpianto (ove consentita) o la diagnostica prena-
tale mediante amniocentesi sono suggerite, cosi co-
me la consulenza genetica alla coppia che si accinge
a concepire.

Diagnosi

11 sospetto diagnostico di KS dovrebbe esser formu-
lato non appena si presentano almeno tre segni cli-
nici caratteristici della sindrome quali ginecoma-
stia, atrofia testicolare, livelli di testosterone emati-
co inferiori a 200 ng/dl o 7 nmol/l (Fig. 3) e ridotta
fertilita. La difficolta diagnostica aumenta se si

l Ipogonadismo clinico ‘
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Fig. 3. Valutazione dell'ipogonadismo e diagnosi della sindrome di Klinefelter. FSH = ormone follicolo-stimolante,
LH = ormone luteinizzante. Evaluation of hypogonadism and diagnosis of Klinefelter Syndrome. FSH = follicle-stimu-

lating hormone, LH = luteinizing hormone.
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Fig. 4. Evidenza del corpo di Barr in un linfocita poli-
morfonucleato in uno striscio di sangue periferico (la
freccia nera indica al corpo di Barr). Evidence of Barr
body in a polymorphonuclear leukocyte from peripheral
blood (black arrow shows Barr Body).

considera la grande variabilita fenotipica e che tali
sintomi raramente si manifestano contemporanea-
mente nello stesso paziente. La determinazione dei
livelli plasmatici dei principali ormoni coinvolti
nella KS puo essere di aiuto nei pazienti adulti,
mentre in epoca pediatrica tale esame non ¢ quasi
mai dirimente.

In passato, il migliore test diagnostico dotato di alta
sensibilita (82%) e specificita (95%) era I’analisi dei
corpi di Barr (Fig. 4) nel nucleo dei linfociti periferi-

(]
H

Fig. 5. Cariotipo di maschio con ‘i 4
sindrome di Klinefelter: la freccia
indica il cromosoma X sovrannu-
merario. Human karyotype with | ' l I
Klinefelter Syndrome: arrow shows

the extra-X chromosome. 19 0

ci (riscontro cellulare del cromosoma X soprannu-
merario inattivato), mentre oggi si esegue preferen-
zialmente il cariotipo (Fig. 5) su sangue periferico.
Per confermare il sospetto di mosaicismo vengono
inoltre richiesti il cariotipo e/o 1’analisi FISH (Fluo-
rescence In Situ Hybridization) (Fig. 6) su fibroblasti
cutanei o tessuto testicolare.

Infine, essendo un noto modificatore del fenotipo, ¢
importante quantificare la lunghezza dell’espansione
di triplette CAG, che inizialmente veniva misurata
mediante generazione di frammenti di restrizione
(ottenuti con I’enzima sensibile alla metilazione
Hpall sui linfociti periferici '¥), mentre attualmente si
preferisce analizzarla per sequenziamento diretto.
Bisogna sempre considerare che durante I’infanzia e
prima dell’adolescenza non si manifestano evidenti
segni clinici, tranne un’alterazione della discesa te-
sticolare che perd non ¢ patognomonica in questa fa-
scia d’eta. Ad un soggetto prepubere KS raramente
viene fatta la diagnosi corretta, in quanto fisicamen-
te e funzionalmente simile ai propri coetanei maschi
con cariotipo normale. Dopo i 14-15 anni, con lo svi-
luppo dei caratteri sessuali, iniziano a manifestarsi i
primi segni clinici evidenziabili, anche se solo una
minima frazione dei soggetti verra diagnosticato nel-
la propria vita, questo perché molte volte i sintomi
nel paziente sono cosi sfumati da non venir indivi-
duati. Dalla puberta in poi si manifesta sempre uno
spiccato ipogonadismo ipergonadotropo, seguito dal-
I’insufficienza androgenica. Il testosterone sierico
cresce nel periodo puberale nei pazienti con KS co-
me nei soggetti normali, poi perd diminuisce e si as-
sesta a livelli ridotti per tutta la vita.
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Fig. 6. FISH in interfase che mostra la presenza di un
cromosoma Y e due cromosomi X: la freccia indica il
cromosoma Y, le due frecce indicano i due cromosomi
X. Interphase FISH that reveals the presence of one Y
chromosome and two X chromosomes: arrow shows Y
chromosome, two arrows show the two X chromosomes.

Terapia sostitutiva

Poiché la maggior parte delle patologie correlate alla
KS ¢ dovuta al deficit di androgeni, la terapia indica-
ta ¢ la somministrazione di testosterone esogeno e va
iniziata il prima possibile, al momento della diagno-
si. Questa terapia ¢ stata adottata a partire dagli anni
Cinquanta e previene la maggior parte delle compli-
canze derivanti dall’ipogonadismo: insufficiente vi-
rilizzazione, anemia, ridotta densita minerale ossea,
scarsa forza muscolare o calo di desiderio e delle
funzioni sessuali ¢ . Essa risulta inefficacie per
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First group

Question 1: Hematic gonadotropins (LH and FSH) in Klinefelter syndrome are generally:

a) Lower than average
b) Average
¢) Higher than average

Question 2: If the sequence of androgen receptor has not a long CAG tail on first exon:

a) Hormone-receptor complex is very efficient in transactivation of the transcription of specific target genes
b) Hormone-receptor complex has tyrosin-kinase activity
¢) Receptor has marked affinity for its own ligand

Question 3: During development of parents’ germ cells, a theoretical aneuploid zygote 47 XXY:

a) Is generated by a sperm anomaly, which derives from an error during the second meiotic division in paternal sper-
matogenesis.

b) Is generated only by an aneuploid oocyte 24,XX

c. Could be generated by an aneuploidy in the oocyte as well as in the spermatozoa

Second group

Question 4: In Klinefelter syndrome:

a) There is preferential inactivation of X chromosome which carries an androgen receptor with longer CAG tail
b) There is preferential inactivation of X chromosome which carries an androgen receptor with shorter CAG tail
c) There is no difference between the choice of which X chromosome may undergo an inactivation

Question 5: First clinical features of inadequate testosterone’s production appear:

a) Before 13 years
b) From 14 to 15 years
c) After 16 years
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Question 6: Generally, the patient with Klinefelter syndrome has a relative risk:

a) Increased compared to average for all types of cancer
b) Increased compared to average for lung cancer, but decreased for prostate cancer
¢) Decreased compared to average for male breast cancer and lymphoma

Third group

Question 7: Aneuploid male germ-cells 47,XXY:

a) Never proceed beyond meiosis
b) Can sometimes go through meiotic divisions
¢) Have no problems during cellular division because one X chromosome becomes inactive after methylation

Question 8: TESE (testicular sperm extraction) in patients who want their own child:

a) Is recommended in every situation
b) Is not practiced because of fibrotic nature of testes
c) Is suggested only if patient shows certain clinical features

Question 9: Management with exogenous testosterone:

a) Is useless for therapeutic purposes
b) Has positive effects on spermatogenesis
c) Must be started as soon as possible after diagnosis

Primo gruppo

Domanda 1: I livelli ematici di gonadotropine (LH e FSH) nella sindrome di Klinefelter sono generalmente:

a) Inferiori alla media
b) Nella media
¢) Superiori alla media

Domanda 2: Se la sequenza del gene del recettore degli androgeni non possiede una numerosa espansione CAG
a livello del primo esone:

a) Il complesso ormone-recettore ¢ molto efficiente nel transattivare la trascrizione di specifici geni farget
b) Il complesso ormone-recettore possiede attivita tirosin-chinasica
c¢) Il recettore & molto affine al proprio ligando

Domanda 3: Durante la gametogenesi dei genitori, un eventuale zigote aneuploide 47,XXY:

a) E frutto di una anomalia dello spermatozoo, che deriva da un errore durante la seconda divisione meiotica nella
spermatogenesi del padre

b) E causato solamente da un ovocita aneuploide 24,XX

c) Puo essere il prodotto di una aneuploidia presente sia nei gameti materni che in quelli paterni

Secondo gruppo

Domanda 4: Nella sindrome di Klinefelter:

a) Viene inattivato con maggior frequenza il cromosoma X che veicola un recettore degli androgeni con maggior
espansione di triplette CAG

b) Viene inattivato con maggior frequenza il cromosoma X che veicola un recettore degli androgeni con minor espan-
sione di triplette CAG

¢) Non vi ¢ sostanziale differenza nella scelta di quale cromosoma X inattivare
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Domanda 5: | primi segni di insufficiente produzione di testosterone si manifestano clinicamente:

a) Prima dei 13 anni
b) Trai 14 ei 15 anni
¢) Oltre i 16 anni

Domanda 6: Generalmente il paziente con sindrome di Klinefelter possiede un rischio relativo:

a) Aumentato rispetto alla media per tutti i tipi di neoplasia
b) Aumentato rispetto alla media per il cancro ai polmoni, ma diminuito per il cancro alla prostata
¢) Diminuito rispetto alla media per il cancro alla mammella maschile e per i linfomi

Terzo gruppo

Domanda 7: Gli spermatogoni aneuploidi 47,XXY:

a) Non procedono in nessun caso oltre la mitosi

b) Possono in qualche caso andare incontro a divisioni meiotiche

¢) Non vanno incontro a difficolta durante le divisioni cellulari perché un cromosoma X viene silenziato tramite me-
tilazione

Domanda 8: La biopsia testicolare nei pazienti che desiderano avere un figlio proprio:

a) Viene raccomandata in ogni situazione
b) Non viene praticata perché si conosce a priori la natura fibrosa del testicolo
c) Viene suggerita solo se il paziente manifesta certe caratteristiche cliniche

Domanda 9: Il trattamento con testosterone esogeno:

a) E inutile a fini terapeutici
b) Condiziona positivamente la spermatogenesi
¢) Deve esser iniziato il prima possibile dopo la diagnosi
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Riassunto

Background. Negli ultimi decenni stiamo assistendo ad un progressivo avanzamento dell’eta paterna e materna al primo concepi-
mento nei Paesi economicamente pitt avanzati. Da anni & noto che 1’eta materna avanzata costituisce un fattore di rischio per aborti-
vita spontanea ed anomalie cromosomiche fetali. Se anche I’avanzata eta paterna sia fattore di rischio per gli stessi esiti riproduttivi
¢ ancora materia dibattuta.

Obbiettivo. Lo scopo del presente lavoro ¢ di valutare le evidenze esistenti sul contributo dell’eta paterna all’infertilita nonché ad
aborto, morte in utero, basso peso alla nascita, aneuploidie e malformazioni congenite dovute a mutazioni dominanti o recessive.
Metodo. E stata eseguita una revisione della letteratura pill rilevante su questo argomento mediante 1’utilizzo di Medline.

Risultati. Sulla base delle evidenze attuali si puo suggerire che I’eta paterna in sé o in associazione con quella materna puo essere
fattore di rischio per numerosi esiti sfavorevoli della gravidanza come 1’aborto, la morte endouterina, il basso peso alla nascita, le

malformazioni congenite da mutazione autosomica dominante e forse alcune aneuploidie.

Summary

Background. In the last few decades, we have been facing a progressive increase both in maternal and paternal age at the time of
first conception. It is well known that increased maternal age may be a risk factor for poor pregnancy outcomes and for miscarriage.
Whether paternal age could also represent a risk factor for poor outcomes is still a matter of debate.

Objective. Aim of the present investigation was to evaluate the existing evidence on the contribution of paternal age to infertility and
pregnancy outcomes such as miscarriage, stillbirth, low birth weight, aneuploidies and congenital malformations due to dominant
and recessive mutations.

Method. A Medline search was performed to select the more relevant reviews and reports on this topic.

Results. Present evidence suggests that advanced paternal age could be a risk factor “per sé” or, in conjunction with advanced ma-
ternal age, for a poor pregnancy outcome, such as miscarriage, stillbirth, low birth weight, congenital malformations due to domi-

nant mutations and possibly few aneuploidies.

Introduzione

1l progressivo differimento nei Paesi sviluppati dell’eta
alla quale viene iniziato il programma riproduttivo per
motivi socio-economico-culturali ha determinato, oltre
ad un incremento dell’incidenza dell’infertilita di cop-
pia, una crescente preoccupazione per le implicazioni
in termini di salute per la progenie.

Da anni ¢ riconosciuta una relazione fra outcome ripro-
duttivo ed eta materna in termini di incremento sia del-
I’infertilita da progressivo declino della funzione ovarica

nel tempo, sia dell’abortivita, particolarmente importan-
te dopo 140 anni di etd, sia della frequenza delle aberra-
zioni cromosomiche numeriche (in particolare le triso-
mie es 21) da cui deriva I’indicazione allo screening ci-
togenetico prenatale (Pre Natal Diagnosis = PND) nelle
donne di eta > 35 anni (amnio/villocentesi), per consen-
tire una diagnosi precoce di quelle aneuploidie che non
abbiano indotto un’interruzione spontanea della gravi-
danza nel primo trimestre.

Diversamente dall’interruzione irreversibile della fun-
zione ovarica in termini di gametogenesi e produzione

Corrispondenza: dott. Massimo Manno, Unita di Fisiopatologia della Riproduzione Umana, Ospedale di Pordenone, via Montereale
24, 33170 Pordenone, Italy - Tel. +39 0434 399961 - Fax +39 0434 399963 - E-mail: massimo.manno@aopn.fvg.it
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ormonale al momento della menopausa, 1’assenza di
una analoga interruzione della funzione spermatoge-
netica nel maschio di eta avanzata ha portato, nel
passato, a credere che I’eta paterna potesse essere
ininfluente per 1’esito riproduttivo della coppia. In
realta, un attento esame della letteratura, se da un la-
to porta a confermare una netta prevalenza dell’im-
portanza del fattore eta materna, non consente di
escludere un’influenza anche dell’eta paterna per
I’outcome riproduttivo di coppia sia pur di minore
importanza.

Infatti, se da un lato il permanere di una efficiente
spermatogenesi in eta avanzata rende possibile la pa-
ternita anche in tarda eta, dall’altro, al contrario di
quanto si verifica nell’oogenesi, proprio il perdurare
della replicazione cellulare sine die fa si che nella
spermatogenesi si verifichino circa 150 divisioni cel-
lulari fino all’eta di 20 anni con un ulteriore incre-
mento di circa 23 divisioni per anno successivamen-
te '. Dal momento che a livello tubulare ogni duplica-
zione cellulare puo essere causa di errore nella dupli-
cazione del DNA, all’aumentare del numero delle
duplicazioni cellulari & verosimile attendersi un au-
mento del carico di mutazioni (dominanti e recessi-
ve) trasmissibili alla progenie soprattutto in assenza
di efficienti meccanismi di riparazione del DNA o di
un efficiente apoptosi cellulare in grado di evitare la
trasmissione dell’errore genetico. Cio evidentemente
pone le premesse per un possibile aumento dell’inci-
denza delle patologie autosomiche dominanti nella
generazione immediatamente successiva e per un au-
mento del carico genetico di mutazioni recessive nel-
le generazioni future %.

Un aspetto peculiare della gametogenesi maschile ¢
la presenza di gonosomi diversi quali X ed Y, che si
appaiano solo parzialmente durante la meiosi (nella
Regione Pseudo Autosomale, PAR) e presentano un
tasso di crossing over ridotto rispetto agli autosomi.
Ci0 predisporrebbe il bivalente XY, secondo alcuni
Autori?, ad un deficit di crossing over che, impeden-
do una stabilizzazione del bivalente, determina una
non disgiunzione dei gonosomi stessi con conse-
guente produzione di aneuploidie spermatiche deri-
vanti da errore della I meiosi (24,XY). Se tale rischio
aumenti con I’eta paterna ¢ ancora oggetto di discus-
sione fra i vari Autori.

Nella piena consapevolezza che allo stato attuale del-
le conoscenze non ¢ possibile trarre conclusioni defi-
nitive su tale argomento, lo scopo del presente lavo-
ro ¢ stato quello di valutare i dati di letteratura esi-
stenti circa il rapporto fra eta paterna ed outcome ri-
produttivo in termini di: capacita riproduttiva, abor-

tivita, mortalita fetale, epoca del parto, peso alla na-
scita, malformazioni, malattie autosomiche domi-
nanti ed aneuploidie del prodotto del concepimento.

Eta paterna, funzionalita spermatozoaria
e probabilita di concepimento

Nonostante la funzione spermatogenetica venga
mantenuta fino alla senescenza senza evidenze di un
fenomeno analogo alla menopausa del sesso femmi-
nile, la qualita della funzionalita testicolare esocrina
risulta progressivamente in declino con il passare
degli anni. Gia una review del 2001 * sull’argomen-
to aveva evidenziato come al passare degli anni nel
maschio si osservavano una progressiva riduzione
del volume dell’eiaculato, della motilita nemasper-
mica e della percentuale di forme normali. Tale os-
servazione ¢ stata del tutto recentemente conferma-
ta da un altro lavoro che ha valutato le caratteristi-
che di motilita mediante CASA (computer-assisted
semen analysis) di campioni di seme di soggetti di
etd compresa fra i 22 e gli 80 anni: ne ¢ emerso che
con l'invecchiamento si assiste ad una riduzione
della percentuale di spermatozoi mobili che sono in
grado di mantenere una traiettoria rettilinea con
conseguente riduzione della distanza percorsa per
unita di tempo°.

Per quanto concerne le implicazioni di queste modi-
ficazioni della qualita del seme per la fertilita ma-
schile, la letteratura ¢ avara di studi opportunamente
disegnati per escludere bias condizionanti il giudizio
finale. E infatti difficile dirimere fra effetti legati ad
una modificazione delle abitudini sessuali ed effetti
puramente legati a meccanismi biologici. Peraltro
esiste un lavoro di Autori francesi ® che hanno studia-
to D’effetto dell’eta paterna da sola e in associazione
all’eta della partner sulla probabilita di insuccesso
delle procedure di fecondazione in vitro (FIVET)
classica in coppie con infertilita tubarica. Tale lavoro
ha evidenziato che il rischio relativo (OR) per I’in-
successo per 1 padri con eta = 40 anni rispetto a quel-
li < 30 anni era pari a 1,7. Nella valutazione dell’in-
terazione dell’eta paterna con quella materna ¢ emer-
so che I’OR per eta paterna = 40 anni era pari a 2 nel-
le coppie con partner femminile di eta compresa fra
35 e 37 anni, 2,03 per quelle con eta fra 38 e 40 e
5,75 per quelle con eta > 41 anni. Da questo lavoro,
scevro da fattori confondenti quali la modificazione
delle abitudini sessuali eta correlata, sembra dunque
emergere un ruolo dell’eta paterna nell’infertilita co-
niugale riconducibile a puri meccanismi biologici.
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Eta paterna e rischio di aborto

Da molto tempo ¢ nota la relazione fra eta materna
e incidenza di aborto che oltre i 40 anni di eta della
partner porta a percentuali maggiori del 50%. Gran
parte di tale incremento ¢ riconducibile all’aumen-
to delle aneuploidie nel prodotto del concepimento
che portano alla tipica abortivita precoce (entro la
XII settimana) come conferma 1’analisi del carioti-
po dei prodotti abortivi del I trimestre. Tale fenome-
no ¢ nella donna riferibile ad una particolare sensi-
bilita del meccanismo meiotico al fattore eta duran-
te I’oogenesi.

Al contrario i lavori esistenti in letteratura che hanno
studiato la relazione fra eta paterna ed abortivita so-
no molto meno numerosi e relativamente recenti.
Due recenti lavori condotti rispettivamente su un
campione di soggetti americani e di soggetti europei
e pubblicati sull’American Journal of Epidemiology’
e su Human Reproduction® hanno evidenziato una as-
sociazione fra eta paterna e rischio di aborto sponta-
neo. Lo studio di Slama et al. ha dimostrato un au-
mento del rischio solo per I’abortivita del I trimestre.
Alla luce dell’elevata frequenza di un’eziologia cro-
mosomica nell’abortivita precoce ¢ possibile ipotiz-
zare, pur in assenza di dati definitivi sul cariotipo dei
prodotti abortivi, che I’incremento del rischio sia ri-
conducibile ad un incremento delle aneuploidie del
prodotto del concepimento. Il lavoro multicentrico
europeo, a nostro giudizio particolarmente interes-
sante, ha evidenziato una relazione fra eta paterna >
40 anni e rischio di aborto per le donne di eta > 35
anni. Se dunque non vi ¢ una relazione fra aneuploi-
die autosomiche a termine ed eta paterna cosi impor-
tante come quella esistente con I’eta materna, 1’eta
paterna sembra comunque giocare un ruolo, soprat-
tutto nelle coppie con eta della partner > 35 anni, nel
rischio di abortivita, probabilmente con un meccani-
smo di tipo genetico (aneuploidie).

Eta paterna ed anomalie cromosomiche
spermatiche

Gli studi sulle aneuploidie negli spermatozoi veniva-
no un tempo eseguiti con 1’analisi citogenetica con
metodica tradizionale di bandeggio dei cromosomi
spermatici alla prima metafase dopo fertilizzazione
degli ovociti di Hamster privati della zona pellucida
con spermatozoi umani capacitati. Attualmente gli
studi dei cromosomi spermatici vengono condotti
con la tecnica di ibridizzazione in situ multipla (Mul-

ti-FISH) che consente la valutazione di un numero di
spermatozoi molto pil elevato °. Tale tecnica si basa
sull’ibridizzazione del DNA cromosomico con speci-
fiche sonde marcate con fluorocromi. Tali studi sono
utili per confronti fra due popolazioni di pazienti ma
risulta difficile attribuire loro un valore clinico-dia-
gnostico assoluto nel singolo paziente per 1’assenza
di range di normalita condivisi per la frequenza del-
le singole aneuploidie. La maggior parte dei lavori
condotti con la FISH ha inoltre documentato che le
gravi dispermie si associano ad un importante au-
mento delle aneuploidie degli spermatozoi dell’eia-
culato '°, che ¢ stato segnalato anche negli spermato-
zoi testicolari dei soggetti con azoospermia non
ostruttiva ''. Mancano pero ad oggi dati certi sull’ef-
fetto dell’eta nei pazienti dispermici.

Circa la relazione fra eta paterna e frequenza delle
aneuploidie spermatiche, le evidenze presenti vanno
distinte in relative ad aneuploidie autosomiche e re-
lative ai gonosomi. Circa le aneuploidie autosomiche
le osservazioni nell’'uomo in favore di un aumento
eta-correlato sono scarse. Per quanto concerne la sin-
drome di Down, circa il 5-9% dei casi riconosce
un’origine paterna ed alcuni studi hanno suggerito
una possibile relazione fra eta paterna e rischio di tri-
somia 21 sostenendo che 1’avanzata eta paterna pos-
sa costituire indicazione allo screening prenatale '2.
Peraltro, in alcuni studi, la relazione non € risultata
confermata quando 1’analisi & stata condotta dopo
correzione per I’eta materna. E dunque evidente che
la relazione fra eta paterna e trisomia 21 risulta mol-
to pit debole di quella con I’eta materna.

Come ¢ noto, circa 1/500 nati ¢ affetto da aneuploi-
die dei cromosomi sessuali, il 55% delle quali ¢ di
origine paterna. Chiaramente la frequenza dell’ori-
gine paterna ¢ percentualmente diversa nelle varie
aneuploidie: nel 100% dei cariotipi 47,XYY, (difet-
to meiosi II, 1/1.000 maschi), nell’80% dei carioti-
pi 45,XO (difetto meiosi I o mitotico post-zigotico
1/2.500 femmine), nel 50% dei cariotipi 47,XXY
(difetto meiosi I, 1/500 nati maschi) e solo nel 6%
dei cariotipi 47,XXX (difetto meiosi II, 1/1.000
femmine) 3.

Per quanto concerne la relazione fra eta paterna e ri-
schio di aneuploidie spermatiche, alcuni lavori han-
no osservato un incremento con 1’eta paterna del ri-
schio di produrre spermatozoi con disomia gonoso-
mica (24,XY) nei padri che hanno generato un figlio
con sindrome di Klinefelter. Tale riscontro era pre-
sente solo nei padri dei casi di origine paterna (53%)
e non in quelli di origine materna (frequenza =
0,27%) a parita di eta al concepimento '*.
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In linea generale dei dieci studi FISH che hanno in-
dagato la relazione fra eta paterna e la frequenza di
cariotipo 24,XY (conseguenza di un difetto della I di-
visione meiotica) a livello spermatozoario cinque
hanno trovato una correlazione positiva con 1’eta pa-
terna con un aumento di due-tre volte della frequen-
za nei maschi con eta = 50 anni. In tre di questi cin-
que studi la differenza ha raggiunto la significativita
statistica. Circa le disomie derivanti da difetto della
seconda divisione meiotica (24,XX e 24,YY) sei de-
gli undici studi FISH hanno rilevato un effetto del-
I’eta paterna '*. Sembra dunque che sia la meiosi I
(MI) che la meiosi II (MII) possano risentire di
un’influenza negativa dell’eta paterna la cui entita ¢
stata diversamente valutata come piu rilevante per la
MII! o analoga per MI ed MII .

Alcuni Autori hanno inoltre osservato un’aumentata
frequenza di disomia XY e di disomia 21 nei padri di
pazienti affetti da sindome di Turner '® 0o Down !¢ ri-
spettivamente. Tuttavia, in questi studi non ¢ stata
esclusa la possibilita di altri fattori predisponenti. In
particolare, nelle aneuploidie autosomiche non era
stata presa in considerazione la possibilita di un mo-
saicismo gonadico, che puod rappresentare un fattore
di rischio specifico per una determinata aneuploidia,
oppure, pill in generale, un’anomalia delle proteine
del complesso sinaptonemale, condizione che pud
determinare un’alterata formazione dei bivalenti e
dei crossing over, con conseguente aumentato ri-
schio di non disgiunzione cromosomica '’. Infine, per
quanto riguarda le anomalie dei cromosomi sessuali,
¢ stato sottolineato come un’alterazione dell’ organiz-
zazione nucleolare, essenziale per la formazione del
bivalente XY '¥, possa essere alla base della disomia
X paterna in modo eta-dipendente.

Considerando 1’aneuploidia nel prodotto del conce-
pimento come conseguenza delle aneuploidie ga-
metiche, vanno fatte alcune considerazioni prelimi-
nari. Come ¢ noto esiste infatti un meccanismo na-
turale di pressione selettiva negativa nei confronti
dei prodotti del concepimento con anomalie del ca-
riotipo che fa si che molte aneuploidie del prodotto
del concepimento esitino in aborti precoci o addirit-
tura preclinici (entro il I trimestre con visualizza-
zione o meno di camera ovulare rispettivamente).
Ci0 si traduce in un ridotto numero di concepimen-
ti aneuploidi evolutivi e a termine rispetto a quelli
attesi sulla base della frequenza delle aneuploidie
gametiche. Tale meccanismo di selezione dimostra
una efficienza diversa per le diverse aneuploidie
cromosomiche dimostrabile dalla differente preva-
lenza dei diversi cariotipi nei prodotti abortivi del I

trimestre. Mentre per le monosomie e trisomie au-
tosomiche e per la monosomia 45,XO tale efficien-
za sembra molto elevata, questa risulta bassa per il
cariotipo 47,XXY e per la trisomia 21 che spesso
arrivano a termine e vengono infatti osservate mol-
to di rado come cariotipo di prodotti abortivi. Peral-
tro mentre per la trisomia 21, riconducibile nel 90%
dei casi ad un difetto della I divisione meiotica ma-
terna, vi € una importante associazione del rischio
con I’eta materna (1/350 a 35 aa 1/100 a 40 aa del-
la partner), per il cariotipo 47,XXY (riconducibile
solo nel 50% dei casi ad un difetto della meiosi pa-
terna) l’associazione con 1’eta paterna, sebbene
possibile, ¢ molto meno evidente.

Per quanto concerne invece la monosomia 45,XO de-
rivante nell’80% dei casi omogenei dalla perdita del
cromosoma di origine paterna, I’elevata selezione
naturale esercitata su questa aneuploidia (99% di
abortivita) fa si che I’incidenza alla nascita sia pari
ad un solo caso su 2.500 nati femmine. Se si assume
che il 99% delle monosomie 45,X0O esita in aborto
precoce, si evince che la frequenza di tale cariotipo
patologico dovrebbe essere pari a 1 caso su 25 con-
cepimenti (1/2.500 x 100) e quindi il cariotipo pato-
logico piu frequente. La maggioranza di cariotipi
45,X0 ¢ dovuta alla perdita di un cromosoma sessua-
le non correlata con la disgiunzione meiotica . Cio
¢ anche dimostrato dal fatto che, se la frequenza par-
ticolarmente elevata del cariotipo 45,XO (circa I’1-
2% delle gravidanze) fosse da ricondurre esclusiva-
mente ad errori di disgiunzione meiotica, ci si do-
vrebbe aspettare una frequenza altrettanto elevata dei
cariotipi “complementari” 47,XXY, 47,XYY e
47,XXX; al contrario la frequenza di tali aneuploidie
gonosomiche ¢ nettamente inferiore (almeno di un
ordine di grandezza) rispetto alla monosomia X
(45,X0).

In conclusione, riguardo alla relazione fra eta dei
partners e non disgiunzione autosomica, se I’eta ma-
terna si puo ritenere chiaramente correlata con tale ri-
schio a seguito di un difetto della prima meiosi, un
analogo legame con I’eta paterna sembra molto pil
sfumato. Circa le aneuploidie dei cromosomi sessua-
li, ¢ invece individuabile una maggiore responsabi-
lita paterna e molti studi, anche se non tutti, sembra-
no individuare una relazione fra etd paterna e difetti
della I e II divisione meiotica. Si €& inoltre stimato,
sulla base della notevole varieta dei meccanismi di
non disgiunzione, come improbabile un elevato ri-
schio di ricorrenza di trisomia dei cromosomi sessua-
li. Cid pud avere una rilevanza nel counselling della
coppia con pregressa trisomia.
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Gli studi disponibili, invece, non forniscono conclu-

sioni univoche per quanto concerne le diploidie: so-

no stati segnalati aumento, diminuzione o nessun ef-
fetto dell’eta paterna sulla frequenza di spermatozoi

diploidi in studi condotti con tecnica FISH 3.

Circa la relazione fra eta paterna e le anomalie cro-

mosomiche strutturali, ¢ da sottolineare che, pur es-

sendo alla nascita lievemente meno comuni di quelle
numeriche (0,25% vs. 0,33%), I’'80% di quelle de no-
vo sono di origine paterna. E stato riportato un au-
mento della frequenza eta correlato di rotture cromo-
somiche e frammenti acentrici '°. Per quanto riguarda

i riarrangiamenti cromosomici (traslocazioni), a dif-

ferenza di quanto osservato nei linfociti, negli sper-

matozoi non sembra esserci un aumento eta correla-
to nei donatori.

Va sottolineato il fatto che mentre nel recente passa-

to si ¢ prevalentemente studiata la relazione fra eta

paterna ed aneuploidie nei concepimenti naturali, dal

1992, a seguito della larga diffusione della microi-

niezione intracitoplasmatica nei casi di fattore ma-

schile grave, si deve considerare la possibilita di un

“potenziamento” o comunque di una interazione tra

gli effetti della dispermia e quelli legati all’avanzata

eta paterna sulla qualita della spermatogenesi. Cosi,
se ’effetto dell’eta paterna sulle non disgiunzioni
meiotiche in soggetti normospermici potrebbe essere
trascurabile, diversamente un possibile effetto som-

ma o di potenziamento fra il dato anagrafico e la di-

spermia, al momento non escludibile, potrebbe deter-

minare, a causa dell’ampia applicazione dell’ICSI

per la correzione del fattore maschile grave, un im-

patto molto piu rilevante per il prodotto del concepi-

mento.

Circa i meccanismi responsabili delle anomalie cro-

mosomiche descritte con I’avanzare dell’eta sono

stati ipotizzati:

1) esposizioni ambientali a sostanze specifiche
(DDT, fumo di sigaretta);

2) difetti nei meccanismi di riparazione del DNA;

3) alterata ricombinazione meiotica con successivo
difetto di segregazione cromosomica;

4) indice di frammentazione del DNA (DFI) %;

5) alterazioni endocrine quali aumento dei valori di
FSH con conseguenti disturbi meiotici o riduzione
della testosteronemia con difetto di produzione di
topoisomerasi Il necessaria per replicazione del
DNA, mantenimento della stabilita del genoma,
corrette segregazione e condensazione cromoso-
miche;

6) difetto di apoptosi;

7) eventuali alterazioni nutrizionali '°.

Riassumendo, le evidenze attuali sembrano indicare
che la paternita ad un’eta avanzata sia collegata con
un’aumentata frequenza di aberrazioni strutturali au-
tosomiche e probabilmente gonosomiche numeriche
(disomie e monosomie). Sebbene I’impatto in termi-
ni di salute della prole sia probabilmente limitato, un
corretto counselling alla coppia infertile dovrebbe
prevedere anche la segnalazione di questo incremen-
to del rischio.

Eta paterna e morte in utero

Uno studio di Autori italiani pubblicato su Human
Reproduction nel 2004 *' ha evidenziato nelle coppie
con eta materna > 30 anni un possibile effetto cumu-
lativo dell’eta paterna in termini di aumento del ri-
schio della morte endouterina. Il fatto che sia stato ri-
scontrato in questo lavoro un incremento del 5% del
rischio di morte endouterina ogni 5 anni di incremen-
to dell’eta paterna anche in condizioni favorevoli,
come nelle coppie con eta materna compresa fra i 30
ed 1 34 anni con alto livello di istruzione, ha indotto
gli Autori a suggerire che tale incremento possa esse-
re riconducibile ad una componente genetica. Nello
stesso anno 1’associazione fra mortalita in utero ed
eta paterna ha trovato conferma in un lavoro su
24.000 gravidanze che ha evidenziato una relazione
fra un rischio di morte fetale tardiva ed eta paterna a
partire dai 45 anni di eta >,

Eta paterna e rischio di basso peso alla
nascita

Mentre studi del recente passato sembravano esclu-
dere una responsabilita dell’eta paterna nel rischio di
parto pretermine o basso peso alla nascita * alcuni
Autori hanno, del tutto recentemente, segnalato un
rischio piccolo, ma significativamente maggiore, di
parto pretermine per la prole con eta paterna > 40 an-
ni > o di basso peso alla nascita addirittura per i pa-
dri di eta > 34 anni ®.

Eta paterna, malformazioni e patologie
genetiche autosomiche dominanti

Si stima che il 5% dei nati siano affetti da patologie
genetiche. E stato riportato che il 20% di queste pa-
tologie ¢ riconducibile a mutazioni de novo insorte
nella linea germinale *°.
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Il permanere di un’attiva spermatogenesi nel ma-
schio di eta avanzata consente 1’accumulo di muta-
zioni autosomiche dominanti e la loro possibile tra-
smissione alla progenie con conseguente manifesta-
zione delle patologie correlate nella prima generazio-
ne. Per quanto riguarda le malattie monogeniche un
incremento della frequenza di patologie autosomiche
dominanti nella progenie di padri con eta avanzata ¢
stato descritto per alcune patologie genetiche tra le
quali I’acondroplasia, 1’osteogenesi imperfetta, la
neurofibromatosi, la MEN 2 e la sindrome di Apert
(craniosinostosi, sindattilia a carico di mani e piedi,
ipoplasia mediofacciale), la sindrome di Pfeiffer, la
sindrome di Crouzon e la schizofrenia®?°. Non ¢& tut-
tavia semplice stabilire quale possa essere il rischio
relativo in termini percentuali all’aumentare dell’eta
paterna al concepimento, in quanto esistono dei mec-
canismi pit complessi che entrano in gioco sia in ter-
mini di selezione negativa che positiva che fanno si
che I’incidenza alla nascita di alcune patologie mo-
nogeniche sia diversa da quella attesa sulla base del
tasso calcolabile di mutazione spontanea. Il pill noto
tra questi ¢ il vantaggio selettivo che la mutazione
G1138A del gene FGFR3, responsabile di acondro-
plasia, determina nello spermatozoo in termini di fer-
tilizzazione e, successivamente, nell’embrione in ter-
mini di impianto e crescita embrionale *’, € che rende
I’acondroplasia la displasia scheletrica vitale piu fre-
quente nella popolazione mondiale.

L’accumulo di mutazioni nel genoma dello sperma-
tozoo correlato all’eta paterna riguarda, verosimil-
mente, sia le mutazioni di tipo recessivo che di tipo
dominante; ¢ evidente che solo per quelle dominanti
¢ possibile una valutazione clinica diretta. Per le mu-
tazioni recessive & possibile ipotizzare solo un au-
mento del carico genetico negativo per le generazio-
ni future ma non ¢ praticabile una valutazione a tap-
peto in ampie casistiche della loro frequenza in rela-
zione con |’eta paterna a soli fini di studio.

Difficolta e bias nel rilievo dell’influenza
dell’eta paterna sullo stato di salute del
concepito

Gli studi epidemiologici che hanno cercato di verifi-
care la relazione fra eta paterna e rischio di malfor-
mazioni su base genetica o aneuploidie del prodotto
del concepimento non sono molto numerosi. Questi
studi si sono dovuti confrontare con una scarsa sen-
sibilita generale per il problema dimostrata dal fatto
che spesso i certificati di nascita sono risultati non ri-

portare 1’eta paterna. Altro elemento non trascurabi-
le ¢ il fatto che I’eta paterna sembra correlare con
I’eta della partner per cui & assolutamente necessario
distinguere 1’effetto dell’eta paterna da quello del-
I’eta materna cosa che risulta difficile per la tenden-
za prevalente a costituire coppie di partners con eta
simile. Puo giocare una certa responsabilita I’erronea
assunzione che il perdurare di un’attiva spermatoge-
nesi e della fertilita maschile anche in eta avanzata
sia in grado di garantire anche la normalita della pro-
le concepita. Vi potrebbe essere sotto questo aspetto
una certa analogia con quanto gia in passato osserva-
to nel campo dell’infertilita coniugale nel quale la
“responsabilita” del mancato concepimento veniva
spesso, erroneamente, attribuita aprioristicamente al-
la sola partner femminile. Come ben sappiamo lo
sviluppo della conoscenza in ambito di infertilita co-
niugale ha invece consentito di documentare come in
realta tale “responsabilita” sia, in una percentuale dei
casi stimabile intorno al 40%, riconducibile ad un
fattore maschile. Circa possibili bias di rilevazione in
grado di rendere ancor piu arduo il compito di indi-
viduare una relazione fra eta paterna e patologia del-
la progenie, ¢ da sottolineare il fatto che le malfor-
mazioni non sono sempre riportate alla nascita ma
spesso solo dopo il primo anno di vita; per di piu al-
cune patologie genetiche si manifestano clinicamen-
te dopo i primi anni di vita. Un’ulteriore difficolta
nel rilevare I’associazione fra eta paterna ed aberra-
zioni cromosomiche numeriche nel prodotto del con-
cepimento, come precedentemente segnalato, ¢ data
dall’elevata efficienza della pressione selettiva nega-
tiva nei confronti della piu frequente delle aneuploi-
die del prodotto del concepimento.

Conclusioni

Al momento quindi ¢ possibile concludere che la re-

lazione fra eta paterna e patologie della progenie me-

rita ulteriori approfondimenti per una serie di motivi:

1) i dati attualmente disponibili in letteratura sono in-
sufficienti e talora contraddittori;

2) ¢ possibile una sottostima del fenomeno legato a
bias di rilevazione;

3)il trend € nella direzione di uno spostamento in
avanti dell’eta paterna al momento del concepi-
mento;

4) esiste la premessa biologica per ipotizzare che nel
corso delle divisioni meiotiche gli spermatozoi
possano, sulla base della ipotesi “copy and error”,
essere sede di accumulo progressivo di mutazioni
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potenzialmente trasmissibili alla progenie con im-
mediata estrinsecazione delle patologie dominanti
nella generazione immediatamente successiva 0
aumento del carico genetico di mutazioni recessi-
ve per le generazioni future;

5) la progressiva diffusione della fertilizzazione assi-
stita mediante ICSI nei soggetti dispermici potreb-
be amplificare un effetto solo marginale della eta
paterna sulla qualita della progenie nei concepi-
menti naturali.

Gli studi di approfondimento richiederanno non solo
il rilievo sistematico dell’eta paterna a fini epidemio-
logici, ma anche, nei casi di patologie ereditarie del-
la progenie, un accurato studio genetico per eviden-
ziare |’ origine parentale.
Per cio che attiene alle aneuploidie del prodotto del
concepimento, va considerato attentamente il fatto che
la FISH sugli spermatozoi ¢ in grado di dare solo una
stima indiretta ¢ molto approssimativa del rischio di
anomalie cromosomiche numeriche nel prodotto del
concepimento. Anche la diagnostica prenatale, me-
diante villocentesi ed amniocentesi, puo darci solo una
sottostima dell’incidenza di tali patologie, dal momen-
to che I’aneuploidia ¢ spesso causa di aborto precoce
prima che possa essere applicata la PND (in particola-
re per cio che concerne le trisomie autosomiche e la
monosomia 45,X0O soprattutto), ed ¢ infatti stimato
che le aneuploidie siano responsabili fino al 50% de-
gli aborti spontanei precoci. D’altro canto gli studi che
analizzano il cariotipo del prodotto del concepimento
si basano su casistiche poco numerose ed in particola-
re mancano studi sulla relazione fra eta paterna e fre-
quenza delle aneuploidie nel materiale abortivo.
La recente introduzione dello Screening Genetico
Preimpianto (PGS), una tecnica che consente di ef-
fettuare un’analisi cromosomica con tecnica FISH su
unica cellula, ha consentito di evidenziare come cir-
ca meta degli embrioni concepiti in vitro siano porta-
tori di anomalie cromosomiche 2, Non & possibile
escludere che una parte degli embrioni aneuploidi
possano andare incontro a “rescue” spontaneo deter-
minando una riduzione del tasso di aneuploidia nelle
fasi di sviluppo successive. E indubbio che in futuro
questa tecnica, nata a scopo diagnostico, ci consen-
tira di comprendere meglio alcuni meccanismi biolo-
gici di base delle fasi embrionarie precoci.
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Appendice

Bivalente: coppia di cromosomi duplicati che si ap-
paiano con i propri omologhi (tetrade, perché for-
mata da quattro cromatidi) nella prima fase della
meiosi.

Autosoma: cromosoma non sessuale.

Gonosoma: cromosoma sessuale (X o Y).

MI: meiosi I (fase riduzionale).

MII: meiosi II (fase equazionale).

Monosomia: mancanza di un cromosoma di una cop-
pia di cromosomi omologhi.

Disomia: presenza di un cromosoma in eccesso a li-
vello del singolo gamete (per mancata disgiunzione
meiotica).

FIVET: Fecondazione In Vitro ed Embrio Transfert.
FISH: Fluorescent In Situ Hybridization = ibridazio-
ne in situ con sonde fluorescenti.

PND: PreNatal Diagnosis = diagnosi prenatale.
PGD: Preimplantation Genetic Diagnosis = diagnosi
preimpianto (analisi dei blastomeri dell’embrione a 8
cellule mediante tecnica FISH o PCR).

PGS: Preimplantation Genetic Screening = screening
genetico preimpianto (analisi del I e II globulo polare).
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Domanda 1: Esiste un effetto dell’eta paterna sulla probabilita di concepimento?

a) No
b) Si, legato alle abitudini sessuali
c) Si, legato a fattori biologici

Domanda 2: ’avanzata eta paterna nei confronti dell’abortivita é:

a) Fattore protettivo
b) Fattore di rischio
¢) Indifferente

Domanda 3: Che percentuale dei casi di sindome di Down é riconducibile ad una responsabilita paterna?

a) 90%
b) 0%
) 5-9%

Domanda 4: Qual é la frequenza del cariotipo 45X0 al concepimento?

a) 1/2.500 casi
b) 1/250 casi
c) 1/25 casi

Domanda 5: Il rischio di ricorrenza di trisomia dei cromosomi sessuali é:

a) Elevato
b) 100%
¢) Basso

Domanda 6: Qual é la percentuale stimata di aneuploidie negli aborti spontanei precoci?

a) 20%
b) 50%
) 80%
d) 100%

Domanda 7: Con quale tecnica si valutano i cromosomi spermatici?

a) FISH

b) Sequenziamento

¢) Microscopia elettronica
d) DHPLC

Domanda 8: Il cariotipo fetale 47,XXY é di origine:

a) Sempre materna

b) Sempre paterna

¢) Paterna nell’80% dei casi

d) Al 50% materna al 50% paterna

Domanda 9: La trisomia 21 fetale:

a) E pil spesso di origine materna

b) Non puo mai essere di origine paterna
c) Viene sempre abortita spontaneamente
d) Ha un’incidenza di 1 su 500 nati

Domanda 10: Quale di queste patologie é stata associata ad eta paterna avanzata?

a) Diabete mellito
b) Acondroplasia
¢) Fibrosi cistica
d. Sindrome di Down
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Riassunto

L’eco-color-Doppler peniena dinamica rappresenta una procedura sicura, specifica e ben tollerata nell’approccio diagnostico alla di-
sfunzione erettile maschile. Risulta utile nel discriminare la presenza di alterazioni anatomiche congenite o acquisite a carico dei cor-
pi cavernosi (ad esempio: fibrosi, fratture e tumori) e/o dell’albuginea (morbo di La Peyronie). Quasi il 30% dei deficit erettili & de-
terminato dalla presenza di malattie sistemiche che alterano 1’irrorazione arteriosa del pene. Il solo test di iniezione intracavernosa di
PGEI1 non offre indicazioni circa lo stato delle arterie. In accordo con la maggiore richiesta di esami mini-invasivi, I’eco-color-Dop-
pler peniena dinamica combinata al test di farmaco-erezione rappresenta una indagine vascolare di primo livello nello studio della
funzione arteriosa e veno-occlusiva. La velocita di picco sistolico assieme alla variazione di diametro delle arterie cavernose sono in-
dicatori di afflusso arterioso, mentre elevate velocita telediastoliche unitamente a bassi indici resistivi sono suggestivi di disfunzione
del meccanismo veno-occlusivo. Questa review descrive in dettaglio la corretta esecuzione dell’eco-color-Doppler peniena dinami-
ca, i quadri di normalita e la corretta interpretazione dei quadri patologici pill frequentemente incontrati nella pratica clinica.

Summary

The penis is ideally suited to ultrasound imaging as it is a superficial structure. A number of disease processes, including Peyronie’s
disease, penile fractures and penile tumours, are clearly visualized with ultrasound. Almost 30% of erectile dysfunction is due to the
presence of systemic disease which affects the blood supply to the penis. The intracavernosal injection test with prostaglandin E1
alone offers limited information on the vascular status. In accordance with the increasing demand for less invasive procedures, pe-
nile color-coded duplex sonography combined with the pharmaco-erection test represents a first-line non-invasive approach to in-
vestigate arterial and veno-occlusive function. Peak systolic velocity and a change in cavernous artery diameter are indicators of ar-
terial inflow, while the high end diastolic velocity and low resistance index reveal veno-occlusive dysfunction. This pictorial review
illustrates the range of normality, diseases and interpretation of those frequently occurrences with penile ultrasound.

Introduzione

L’impotenza sessuale di tipo vasculogenico, costituisce
probabilmente la forma piu frequente di deficit erettile
su base organica '.

L’eco-color-Doppler peniena dinamica (ECDPD), per-
mettendo una simultanea valutazione delle condizioni
del tessuto erettile, dello stato dei vasi e delle caratteri-
stiche del flusso ematico all’interno di essi, consente un
approccio diagnostico strumentale molto semplice e
non invasivo.

Metodica d’esame

Data la notevole influenza che la psiche esercita sul fe-
nomeno erettile % 3, & d’obbligo che I’ECDPD sia ese-
guita in ambiente riservato, preferibilmente con il solo
operatore presente nella stanza d’esame.

L’esame si esegue con il paziente adagiato in posizione
supina, invitato a tenere il pene fermo sulla linea media-
na e rovesciato sul triangolo pubico, previa astensione
per almeno 12 ore da nicotina e caffeina.

S’inizia con uno studio in scala dei grigi degli involucri
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penieni e del tessuto erettile in condizioni di base, al-
lo scopo di escludere lesioni di tali strutture.

Dopo questa fase preliminare, si procede alla farma-
co-stimolazione con iniezione di 10 mcg di PGE1 in-
tracavernosa, seguita da un breve massaggio atto a
favorire la diffusione del farmaco.

Nei primi 5 minuti successivi all’iniezione, si osser-
va con il color-Doppler (CD) la progressiva dilata-
zione delle arterie cavernose, se ne controlla la sim-
metria di calibro e di flusso e si ricercano eventuali
affluenti secondari.

Dopo questo primo controllo si passa allo studio con
power-Doppler (PWD), allo scopo di verificare il ri-
lasciamento delle cavernose e dei rami emergenti,
valutare la morfologia di questi vasi e 1’eventuale
presenza di varianti anatomiche di essi.

In caso di ipertono adrenergico le cavernose manten-
gono aspetto a cavaturaccioli e 1 rami emergenti non
sono visualizzabili. In tale evenienza ¢ inoltre neces-
sario interrogare il soggetto circa la qualita dell’ere-
zione da lui ottenuta in corso di indagine, e cioe se di
qualita non inferiore a quella ottenuta privatamente a
casa (“Best Quality of Erection”). Se I’erezione otte-
nuta in corso di indagine ¢ di qualita inferiore, il test
non ¢ attendibile per presenza di inibizione da labo-
ratorio *. Si procede quindi facendo rilassare il pa-
ziente, lasciandolo solo per qualche minuto.

Per favorire il rilasciamento trabecolare alcuni Autori
suggeriscono di associare alla farmacostimolazione
(componente periferica) la Video Sexual Stimulation
(VSS) che innesca la componente centrale dell’erezio-
ne, ma tale approccio potrebbe generare in alcuni casi
problemi opposti di inibizione capaci di falsare il giu-
dizio diagnostico. A tale proposito, I’'impiego di VSS
(con occhiali virtuali) in ambito di valutazione dinami-
ca della emodinamica peniena ha indagato la possibile
ansia indotta dalla metodica, e non I’ha riscontrata su-
periore rispetto al gruppo controllo. Di contro la per-
centuale di indagini con ottenimento di completo rila-
sciamento della muscolatura liscia € risultato superiore
nel gruppo VSS rispetto al gruppo controllo °. Un altro
sistema, sicuramente piu efficace per vincere gli stati
inibitori ¢ I'impiego della cosiddetta “triple drug mix-
ture”, che utilizza la associazione di PGE1, Papaverina
e Fentolamina. La maggiore incidenza di effetti colla-
terali (dal priapismo alla crisi ipotensiva) tuttavia con-
siglia questo approccio solo in casi selezionati, laddo-
ve non sia stato possibile I’ottenimento della massima
erezione durante il test e 1’operatore sia in grado di
fronteggiare potenziali (ma rari) casi di erezione pro-
lungata . Recentemente & stata proposta 1’associazione
tra sildenafil e VSS per indurre I’erezione. Noi sottoli-

neiamo il significativo prolungamento del tempo d’e-
same, che a nostro parere pregiudica notevolmente
questo tipo di induzione dell’erezione.

Nella nostra esperienza abbiamo riscontrato, che se
dopo 10-15 minuti dall’iniezione intracavernosa di
PGE]1 non si ¢ ancora superata la fase di tumescenza,
basta lasciare il paziente da solo per qualche minuto,
in autostimolazione, senza VSS, e si riesce ad avere la
risoluzione dell’ipertono adrenergico, che condiziona
lo sviluppo del meccanismo veno-occlusivo. Se anche
dopo tale accorgimento persiste mancanza di rigidita,
noi preferiamo procedere ad un redosing di ulteriori
10 mcg PGE1 con associazione di fentolamina (1-2
mg/mL) ovvero clorpromazina (2,5-5 mg/mL) che, at-
traverso il blocco dei recettori o-adrenergici, determi-
na una riduzione dei falsi-positivi al test ®.

Dopo lo studio morfologico si passa alle rilevazioni
velocitometriche con il Doppler-pulsato (DP), alter-
nando fra i due lati, allo scopo di assicurarsi la sim-
metria perfusionale; se si ¢ certi che 1’apporto emati-
co ¢ simile, si potra proseguire 1’esame campionando
solo una delle cavernose. Tali rilevazioni prosegui-
ranno poi fino al raggiungimento dell’erezione.

E importante che la valutazione con DP sia effettuata
avendo cura di posizionare il volume campione all’o-
rigine dell’arteria cavernosa. Questo accorgimento ¢
necessario perché, in primo luogo, ¢ evidente una pro-
gressiva riduzione della velocita di flusso nelle sedi
pit distali delle arterie e, secondariamente, perché
I’aumento della pressione intracavernosa provoca an-
che una progressiva compressione dei vasi, che pero ¢
meno intensa alla loro origine dal pavimento pelvico.
Nello stato di massima erezione si completa lo studio
in scala dei grigi dei rivestimenti e del tessuto erettile
(alcune placche di IPP si rendono manifeste solo in
questo modo). Se vi sono segni di ipoafflusso arterio-
so sara buona norma includere nell’esame anche lo
studio dell’aorta addominale e delle arterie iliache co-
muni (molto difficile ¢ il rilevamento delle ipogastri-
che), allo scopo di documentare eventuali segni di
coinvolgimento prossimale della patologia arteriosa °.
Al termine dell’esame, raccomandiamo di esprimere
un giudizio clinico sul raggiungimento dello stato di
erezione del paziente (Tab. I).

Analisi ragionata del velocitogramma
arterioso

ANALISI QUALITATIVA

Nella forma dell’onda Doppler si riconoscono age-
volmente la componente sistolica e la componente
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Tab. I. Modalita di valutazione clinica dell’erezione do-
po test di farmacoerezione. In-office evaluation of erec-
tion by the examiner after pharmacoerection test.

Tipo erezione 1 Tumescenza massima con o senza rigidita,
durata insufficiente

Semirigidita, valida per la penetrazione
Massima rigidita, con o senza durata

eccessiva

Tipo erezione 2
Tipo erezione 3

diastolica. Nei tracciati “a basse resistenze periferi-
che” la fase sistolica inizia con una ripida ascesa, che
culmina con un picco acuminato. Da qui il tracciato
ridiscende meno bruscamente e termina, talora con
una piccola incisura, dando inizio alla fase diastolica,
a sua volta caratterizzata da una deflessione dolce-
mente inclinata verso la linea di base, che si mantie-
ne perod costantemente positiva. Nei tracciati “ad alte
resistenze periferiche” la fase sistolica inizia, analo-
gamente, con una ripida ascesa, culminante in un
picco aguzzo. Diversamente dal precedente tipo di
velocitogramma per0, qui il tracciato discende con
simile ripidezza e termina con una deflessione nega-
tiva, inizio della fase diastolica, che rapidamente ri-
guadagna la linea di base.

Se con I’iniezione dei farmaci vaso-attivi si potesse
abolire, in tutti i pazienti, ogni controllo inibitorio
funzionale del tono della muscolatura liscia trabeco-
lare, la semplice osservazione dello svolgimento del-
le fasi consentirebbe di esprimere un giudizio soddi-
sfacente sulla qualita del meccanismo veno-occlusi-
vo. In tal caso si potrebbero diagnosticare con certez-
za le forme di impotenza c.d. “venogenica” su base
organica. Purtroppo, come abbiamo anticipato, cid
non ¢ possibile in tutti i casi.

ANALISI QUANTITATIVA

Tra i diversi parametri usati in diagnostica vascolare
per la quantificazione dei flussi, solo alcuni si dimo-
strano utili nello studio dell’impotenza e questi sono:
la velocita di picco sistolico (VPS), il tempo di acce-
lerazione (AT) e la velocita telediastolica (VTD). 1
valori dei tre parametri sono rapidamente ottenibili
con il software del sistema adoperato.

Velocita di picco sistolico

La velocita di picco sistolico (“peak systolic velo-
city” — PSV), espressa in cm/sec, indica la massima
velocita di flusso rilevabile in sistole, nei diversi
campionamenti eseguiti durante 1’esame. Tuttavia,
perché la misurazione sia affidabile, ¢ necessario
puntualizzare alcuni accorgimenti tecnici:

1. bisogna porre il volume campione all’origine del-
la cavernosa in esame '°. Misurazioni effettuate in
sedi piu distali forniscono dati diversi e risentono
maggiormente del grado di replezione dei corpi
cavernosi;

2. ¢ necessario essere certi di aver campionato 1’ar-
teria cavernosa principale '' 2. Non sono infre-
quenti infatti rami arteriosi omolaterali seconda-
ri, che hanno una velocita di flusso decisamente
inferiore;

3. bisogna aver cura di posizionare con precisione
I’angolo di correzione Doppler, secondo I’effettiva
direzione del flusso, poiché ¢ in base a questo stru-
mento che 1’apparecchiatura riesce a calcolare la
velocita di flusso;

4. benché la massima VPS si sviluppi in genere dopo
5-6 minuti dalla farmacostimolazione, il 22% dei
pazienti ha una maggiore latenza di risposta (range
1-18 minuti) *. La valutazione della VPS dovra
pertanto proseguire per almeno 20 minuti.

A questo riguardo si deve tener presente che nei sog-
getti particolarmente ansiosi si pud sviluppare un
ipertono adrenergico persistente dopo I’iniezione di
PGEI ', Tale situazione, che di solito compromette
il meccanismo veno-occlusivo, talora pud impedire
perfino il rilasciamento delle arterie cavernose e dei
loro rami terminali. In questi casi le velocita di picco
sistolico si mantengono basse; 1’'uso oculato del CD
o del PWD consente di rilevare un caratteristico
aspetto “a cavaturaccioli” delle cavernose e I’assen-
za di visualizzazione dei rami emergenti. L’ipertono
adrenergico solitamente si risolve tranquillizzando e
lasciando solo il paziente per qualche minuto dopo la
farmacostimolazione: le arterie si rilasciano e i trac-
ciati velocitometrici si normalizzano. In caso contra-
rio, come gia suggerito in precedenza, 1’utilizzo di un
o-litico pud notevolmente migliorare 1’accuratezza
dell’esame soprattutto nei soggetti molto giovani in
cui la componente ansiosa ¢ predominante (< 30 an-
ni), permettendo una migliore visualizzazione al
PWD delle arteriole elicine. Vogliamo qui ricordare
che non sono solo i soggetti giovani ed ansiosi che
possono mostrare ipertono (nor)adrenergico in sede
di indagine, ma anche soggetti che, pur di base non
ansiosi, sviluppano per loro carattere, sensibilita, li-
vello culturale una inibizione da laboratorio in sede
di indagine. Segnaliamo infine che un’altra indagine
dinamica peniena, la cavernosometria, € invece capa-
ce di monitorare 1’entita del rilasciamento della mu-
scolatura liscia in corso di indagine, anche se rappre-
senta una indagine invasiva e da praticare soltanto in
ambiente altamente specializzato.
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Se si applicano i suggerimenti sopra esposti, la misu-
razione della VPS costituisce un criterio fondamen-
tale per la diagnosi del deficit erettile >'°. Studi com-
parativi con farmaco-arteriografia hanno infatti di-
mostrato che il valore soglia, al di sotto del quale si
deve sospettare un’alterazione arteriosa, ¢ 35 cm/sec.
Fra 34 e 30 cm/sec si pud parlare di ipoafflusso arte-
rioso lieve; fra 25 e 29 cm/sec, di ipoafflusso arterio-
so medio; al di sotto di 25 cm/sec, di ipoafflusso ar-
terioso grave *°.

E stato altresi suggerito che la VPS & un parametro
che correla inversamente con I’eta; ¢ quindi possibi-
le correggere la VPS per eta del paziente (Tab. II). In
ogni caso, una VPS molto bassa (< 25 cm/s) deve far
porre il sospetto di una malattia vascolare diffusa e
suggerisce di estendere la valutazione ecografica al-
le arterie di altri distretti corporei che in tali casi pos-
sono essere coinvolti nel 75% dei casi ?'. Si deve pe-
raltro notare che vi sono numerosi pazienti che a
fronte di valori di VPS maggiori di 25 cm/sec presen-
tano comunque una significativa arteriopatia all’esa-
me angiografico ??, e pazienti con evidente arteriolo-
patia al PWD delle cavernose possono presentare va-
lori di VPS assolutamente normali 2. Infine, ¢ stato
dimostrato che soggetti con arterie comunicanti vali-
de (dorso-cavernose e cavernose accessorie con flus-
si comparabili con quelli dei tronchi principali) pos-
sono raggiungere un’erezione valida anche con valo-
ri di VPS pit bassi di quelli ritenuti normali 2%, Gia in
passato alcuni Autori avevano criticato la validita as-
soluta di questo indice ** e in anni recenti un ulterio-
re elemento di dubbio ¢ emerso da un lavoro in cui si
dimostrava la scarsa riproducibilita dell’ECD nel fol-
low-up dei pazienti impotenti *. Pertanto, la velocita
di picco sistolico ¢ da ritenersi un parametro valido
per la diagnosi morfo-funzionale del deficit erettile,
ma non in valore assoluto per quanto riguarda la ma-
lattia vascolare sistemica *’.

Tab. I1. Valori normali di VPS corretti per eta. Age-adju-
sted normal PSV values [according to Caretta et al., Int |
Impotence Res 2006,18:306-10].

Eta (anni) Valori normali di picco sistolico (cm/s)
40 > 345
45 > 38
50 > 415
55 > 45
60 > 48,5
65 > 52
70 > 55,5

Alcuni Autori infine hanno recentemente proposto
la valutazione della VPS a pene flaccido ?® che noi
riteniamo poco utile ai fini di uno studio vascolare
accurato della dinamica erettiva. Lo stato di flacci-
dita infatti, non consente all’operatore di valutare
I’entita dell’erezione (Best Quality of Erection) ed
in particolare la corretta funzionalita del meccani-
smo veno-occlusivo, né tantomeno fornisce indica-
zioni morfologiche sul riempimento delle arterie
cavernose che dovrebbe essere seguito durante 1’e-
rezione.

Tempo di accelerazione

Il tempo di accelerazione (AT “acceleration time”, o
SRT, “systolic rise time”), espresso in millisecondi
(msec), ¢ il tempo misurato dalla partenza del picco
sistolico fino al suo massimo valore. Il suo significa-
to corrisponde a quello della celerita del polso. Esso
solitamente rallenta nelle arteriopatie obliteranti *: la
branca ascendente si fa tarda, I’apice si arrotonda e la
velocita di flusso si riduce (“polso piccolo e tardo”).
Correlando i dati dell’ECD con quelli della farmaco-
arteriografia, alcuni Autori hanno trovato che tempi
di accelerazione superiori alla soglia di 110 m/sec
hanno un valore predittivo positivo per arteriopatia
molto elevato *. Tuttavia questo parametro & molto
variabile durante I’esecuzione dell’esame, pertanto
riteniamo debba essere valutato in maniera molto cri-
tica dall’esaminatore, al fine di potere esprimere un
giudizio diagnostico accurato.

Utilizzando solo questo parametro, resta tuttavia dif-
ficile differenziare fra arteriopatia ed arteriolopatia.
Eppure ¢ stato dimostrato che anche dall’alterazione
delle arterie terminali pu0 derivare un deficit erettile
conseguente a disfunzione del meccanismo veno-oc-
clusivo *'.

In arteriografia si sospetta una disfunzione arterio-
lare quando le branche delle elicine sono scarsa-
mente visualizzabili negli ingrandimenti degli arte-
riogrammi, a dispetto di una buona visualizzazione
delle arterie peniene *. Tale criterio pud essere cor-
rettamente applicato anche alla diagnostica con
ECD. L’analisi morfologica del pattern vascolare
ottenibile con il power-Doppler ha ampiamente
confermato I’esistenza del danno primitivamente
arteriolare, dimostrando in alcuni pazienti il restrin-
gimento, la distorsione e la rarefazione di questi
piccoli vasi.

Velocita di fine diastole e indice di resistenza

La velocita di fine diastole (“end diastolic velocity”
— VTD), espressa in cm/sec, indica la quantita di
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flusso ancora presente in un vaso al termine della
fase diastolica. L’equivalente semiquantitativo di
tale parametro ¢ 1’indice di resistenza (“resistance
index” — RI), che risulta dalla formula PSV-
VTD/PSV ed esprime il grado di resistenza perife-
rica al flusso.

Alcuni Autori, sulla base dei dati della cavernosome-
tria, sostengono che una velocita di fine diastole per-
sistentemente maggiore o uguale a 4,5-5 cm/sec do-
po farmaco-stimolazione, in presenza di un normale
afflusso arterioso, sarebbe indicativo di deficit veno-
occlusivo ¥,

Altri attribuiscono una notevole importanza all’in-
dice di resistenza *. Un RI maggiore di 0,90 indi-
cherebbe uno stato di normalita, mentre un RI infe-
riore a 0,75 sarebbe suggestivo di “fuga venosa”.
Per valori compresi tra 0,75 e 0,90 si avrebbe una
sovrapposizione di pazienti normali e pazienti con
deficit veno-occlusivo *’. Abbiamo per0 visto pre-
cedentemente che 1’informazione relativa al grado
di veno-occlusione ¢ ottenibile pit semplicemente
con I’analisi morfologica della curva velocitome-
trica, la cui forma consente di intuire addirittura
I’entita della pressione endocavernosa *. Per di
pit, quando la forma dell’onda inizia a riflettere
una maggiore pulsatilita, I’'uso dell’RI diventa as-
solutamente non appropriato, poiché velocitogram-
mi diversi, tipici di differenti gradi di resistenza,
possono avere indici identici. Infine, la difficolta a
differenziare fra deficit veno-occlusivo funzionale
ed organico non & rimossa dall’uso di questi para-
metri. Per tali motivi noi riteniamo che piu del va-
lore assoluto della velocita di fine diastole e del-
I’indice di resistenza, sia il raggiungimento stabile
della fase 3 e 4 (azzeramento od inversione della
fase diastolica) ad indicare il raggiungimento di
un’adeguata pressione intracavernosa e di conse-
guenza un corretto funzionamento del meccanismo
veno-occlusivo. Allo stato attuale delle conoscen-
ze, la diagnosi di falso positivo di disfunzione ve-
no-occlusiva ? rappresenta un reale problema inter-
pretativo della metodica, e noi suggeriamo una ri-
petizione dell’esame per una migliore accuratezza
diagnostica qualora il re-dosing con mix farmaco-
logico non sia stato efficace nell’indurre un rila-
sciamento completo della muscolatura liscia caver-
nosa.

Nella nostra esperienza, riteniamo abbandonati cri-
teri diagnostici come i parametri relativi all’incre-
mento di diametro delle arterie cavernose e la valu-
tazione della velocita di flusso nella vena dorsale
profonda.

ECD peniena dinamica: quadro normale

ECOGRAFIA IN SCALA DEI GRIGI

I corpi cavernosi del pene, del glande e la spongiosa
uretrale sono ben visualizzabili in ogni loro porzione.
A pene flaccido la complessa stratificazione anato-
mica del pene ¢ solo parzialmente risolvibile, mentre
una migliore visualizzazione si ottiene durante la tu-
mescenza. Cute, sottocutaneo e dartos non sono sem-
pre facilmente separabili. Una sottilissima, e spesso
non delimitabile, linea iperecogena, ci segnala I’in-
terfaccia costituita dalla fascia del pene. Subito al di
sotto di essa si trova uno strato ecogeno costituito dal
connettivo vascolare esterno all’albuginea, nel quale
decorrono le vene circonflesse e il fascio nerveo-va-
scolare, dorsalmente. Lo strato successivo ¢ I’albugi-
nea, che appare in sezione assiale come una fascia
ipoecogena ben misurabile, di spessore uniforme, di-
sposta attorno ai corpi cavernosi (Fig. 1).

L’ecostruttura normale dei corpi cavernosi ha una eco-
genicita media, abbastanza omogeneamente distribui-
ta, dovuta alle molteplici interfacce realizzate dai setti.
Durante I’erezione I’albuginea si assottiglia progres-
sivamente, mentre nei corpi cavernosi si assiste alla

Fig. 1. Esame in scala dei grigi. Scansione assiale, ven-
tro-dorsale, del pene in tumescenza. Nei corpi caver-
nosi (cc) si evidenziano le lacune dilatate. L'albuginea
(a) & dimostrabile come una fascia ipoecogena di spes-
sore misurabile delimitata tra due sottilissime inter-
facce iper-riflettenti. Axial, ventro-dorsal grey-scale
scanning of the tumescent penis. Dilated “lacunae” of
the corpora cavernosa (cc) are visible. Tunica albuginea
(a) is represented by a hypoechogenic strip between two
thin hyperechoic layers.

Frecce: fascia di Buck; fnv: fascio nervo-vascolare; su: spongiosa ure-
trale. Arrows: Buck’s fascia; fnv: neurovascular bundle; su: urethral
spongiosum.
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Fig. 2. Esame in scala dei grigi. Arteria cavernosa (ac)
in tumescenza. Grey-scale sagittal scanning of tume-
scence cavernous artery (ac).

cC: corpo cavernoso; su: parte della spongiosa uretrale. cc: corpus
cavernousus; su: part of urethral spongiosum.

dilatazione delle lacune, specialmente di quelle cen-
trali, periarteriose, con evidenziazione delle trabeco-
le. Le arterie cavernose appaiono come due sottili
binari iper-ecogeni parasettali nelle scansioni sagit-
tali (Fig. 2).

In questa fase ¢ possibile, mediante una tecnica non
invasiva ormai validata *, studiare la capacita fun-
zionale dell’endotelio cavernoso a rilasciare nitros-
sido dopo occlusione mediante cuffia. Tale metodi-
ca ¢ in grado di identificare con precisione (cut-off
per la flow-mediated-dilatation del 40%), in assen-
za di altri parametri patologici, la presenza di di-
sfunzione endoteliale precoce e quindi di spiegare
numerose condizioni in cui i parametri emodinami-
ci risultino nei limiti della norma dopo 1’esame di-
namico .

CoLOR-DOPPLER

A pene flaccido le arterie cavernose sono ben visua-
lizzabili solo all’origine. Nei minuti immediatamen-
te successivi all’iniezione del farmaco si osserva una
netta, simmetrica, dilatazione delle arterie, che di-
ventano esplorabili in tutta la loro lunghezza; anche i
tronchi emergenti principali si rendono evidenti. 1l
colore delle arterie, inizialmente rosso perché il flus-
so & diretto verso la sonda, tende a diventare blu. Cid
avviene perché, come abbiamo visto, nel paziente
normale si sviluppa una progressiva riduzione del
flusso diastolico, fino alla sua inversione. Poiché il
tempo di diastole & superiore al periodo sistolico, il
segnale dominante risulta essere quello del reflusso

diastolico, in allontanamento rispetto alla sonda e
percio codificato in blu.

Nel periodo successivo alla stimolazione farmacolo-
gica diventano ben evidenti gli eventuali affluenti se-
condari e 1 normali vasi comunicanti, come le arterie
trans-settali e le anastomosi cavernoso-spongiose.

PowER-DOPPLER

Il power-Doppler rende possibile una vera e propria
“eco-angiografia” delle cavernose e dei rami da esse
emergenti (Fig. 3) *'. Il quadro normale dimostra la
regolarita del calibro e del decorso delle cavernose.

DOPPLER PULSATO

In condizioni di flaccidita la curva velocitometrica
presenta i caratteri tipici dei flussi ad alto indice di
resistenza. Il picco sistolico normale supera abbon-
dantemente 1 12 cm/sec, ¢ acuminato ed ¢ seguito da
una brusca deflessione, che si negativizza nella pro-
todiastole.

Nei primi minuti dopo ’iniezione del farmaco il ve-
locitogramma sale notevolmente con il picco sistoli-

Fig. 3. La fase 5 completa il ciclo dei mutamenti della
forma dell’onda durante I'erezione. In questa fase si
assiste ad una contemporanea riduzione sia del picco
sistolico che del flusso diastolico invertito. A questa fa-
se corrispondono dagli 83 ai 105 mmHg di pressione
endocavernosa. Phase 5 ultimates the changes of the
wave form during the erection phase, with concomitant
reduction of both PSV and VTD (inversion). In this pha-
se, intracavernous pressure approximates 83-105
mmHg.

1. VPS > 35 cm/sec. 2. AT < 110 m/sec. 3. VID < 0 cm/sec. 1. Peak
systolic rate > 35 cm/sec. 2. Acceleration time < 110 m/sec. 3. Tele-
diastolic rate < 0 cm/sec.
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Fig. 4. Valutazione morfologica con power-Doppler.
Arteria cavernosa ben distesa con rami emergenti ben
dimostrabili fino al terzo grado di ramificazione.
Power-doppler morphological evaluation. The caver-
nous artery is well relaxed and emergent roots are visi-
ble until the third degree ramifications.

co e ha I’aspetto di un’onda continua per la presenza
di un’elevata componente di flusso diastolico (Fase
1). Entro 5°-7" solitamente si raggiunge la massima
PSV e gia si osserva un progressivo calo della velo-
cita di flusso diastolico, con la comparsa di un’onda
dicrota all’inizio della diastole (Fase 2). Frai5ei 10
minuti si ha la progressione alle fasi 3 e 4, con I’az-
zeramento prima, e il sottoslivellamento poi, della
curva di flusso diastolico. La fase 5 (erezione piena)
non sempre viene raggiunta; la contrazione volonta-
ria dei muscoli bulbocavernosi ne favorisce I’otteni-
mento (Fig. 4). In linea di massima, i parametri quan-
titativi dell’ECD normale possono essere cosi rias-
sunti:

Conclusioni

L’avvento della terapia orale per il DE ne ha sicura-
mente ridimensionato I’iter diagnostico. Non si pud
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negare il fatto che, se si esclude la terapia ormonale
per le endocrinopatie, sono solo tre i presidi terapeuti-
ci impiegabili in progressione, dal meno al pit invasi-
vo: 1) la terapia orale, 2) la farmacoinfusione endoca-
vernosa, 3) la protesi peniena o i dispositivi ex-vacuo.
Ci si puo giustamente chiedere quale valore possano
avere ancora gli studi con NPT, con ECDPD, o con ca-
vernosometria, quando, per qualunque causa di DE,
avremo sempre un’unica terapia (orale) di primo livel-
lo e comunque con un semplice test con farmaci orali
sara possibile capire quali ulteriori mosse diagnostiche
e terapeutiche & necessario intraprendere .

Noi riteniamo che ’ECDPD abbia un ruolo diagno-
stico fondamentale nel giovane paziente con DE pri-
mario ovvero secondario a trauma della pelvi, del pe-
rineo e del pene. La possibilita di restituire la norma-
le funzione erettile con un intervento di rivascolariz-
zazione, liberando il paziente dal bisogno di farmaci,
costituisce senz’altro un’indicazione assoluta alla
diagnosi.

L’importanza del riconoscimento dell’eziologia del
DE ¢ stata comunque ribadita recentemente anche
nel soggetto anziano . A tale proposito, si vuole ri-
cordare come una esecuzione di una ECDPD prima
della prescrizione di farmaci orali, possa essere spes-
so predittiva di efficacia degli stessi. I dati indicano
infatti che esiste una correlazione tra la natura e la se-
verita del danno vascolare penieno e la risposta a far-
maci orali quali il sildenafil, con una minore risposta
osservata in presenza di disfunzione venocclusiva se-
vera ovvero di DE di tipo misto .

Vogliamo infine sottolineare che il DE puo essere il
primo campanello d’allarme per i pazienti a rischio
vascolare * %, L’esecuzione di una ECDPD in ma-
niera corretta ¢ in grado di riconoscere varie forme di
vasospasmo, senza che il paziente abbia coscienza di
questa sua somatizzazione dell’ansia. Riteniamo che
lo studio dinamico penieno debba pertanto essere
eseguito da mani esperte, in quanto, se positivo per
arteriopatia, dovra comprendere quanto meno anche
un esame morfologico dell’aorta, dei vasi iliaci, del-
le femorali e delle biforcazioni carotidee, alla ricerca
di lesioni misconosciute che potrebbero mettere a ri-
schio la vita stessa del paziente.
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Domanda 1: Una risposta positiva al test di farmacoerezione intracavernosa é indicativa di:

a) Corretto funzionamento del meccanismo venocclusivo

b) DE organica

¢) Nessuna delle due
d) DE mista

e) DE psicogena

Domanda 2: Quale esame viene considerato di primo livello nella diagnostica vascolare della DE?

a) Il test di farmacoerezione intracavernosa di farmaci vasoattivi

b) La TC multistrato

¢) L’eco-color-Doppler penieno dinamico (ECDPD)
d) Arteriografia selettiva

e) Cavernosometria/grafia

Domanda 3: Quali sono i tempi di esecuzione delle scansioni delle arterie cavernose durante ECDPD?

a) 0, 10, 20 min

b) 0, 20, 40 min

¢) 0,30 min

d) 0,5, 10, 20 min

e) Nessuna delle precedenti

Domanda 4: Qual é il valore soglia della VPS al’ECDPD per il sospetto diagnostico di arteriopatia?

a) 30 cm/s

b) 35 cm/s

¢) E un parametro eta-correlato
d) Nessuna delle precedenti

e) Tutte le precedenti
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Domanda 5: L’aspetto della componente diastolica della curva velocitometrica fornisce un’indicazione indiretta:

a) Della pressione raggiunta all’interno dei corpi cavernosi
b) Dell’entita dell’afflusso arterioso al pene

c) Della velocita di flusso nella vena dorsale profonda

d. Della velocita di flusso nelle vene cavernose

e. Della velocita di flusso nella vena dorsale superficiale

Domanda 6: La misurazione dei flussi arteriosi deve essere effettuata:

a) In una sola cavernosa, al terzo medio dell’asta

b) Nelle due cavernose al terzo medio dell’asta

c) All’origine del pavimento pelvico di entrambe le cavernose
d) Nelle arterie dorsali

e) In qualsiasi punto delle arterie cavernose
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Riassunto

Introduzione. E stata ipotizzata una associazione tra danneggiamento della funzione spermatica e aplogruppi del cromosoma Y. Per di
pit, delezioni dei geni localizzati nella regione AZF (DAZ) sono stati descritti con un’alta frequenza negli uomini oligozoospermici.
In questo studio abbiamo valutato I’incidenza delle microdelezioni del cromosoma Y in pazienti affetti da severa oligozoospermia ed
una associazione di aplogruppi del cromosoma Y con questo fenotipo.

Materiali e metodi. 86 uomini provenienti dal Sud Italia, affetti da severa oligozoospermia, sono stati scrinati per delezioni del cro-
mosoma Y con PCR Multiplex. In 77 soggetti I’affiliazione del cromosoma Y ¢ stata determinata mediante DHPLC per I’'indagine di
mutazione dei marcatori diagnostici. II gruppo di controllo del cromosoma Y ha incluso 438 uomini del Sud Italia.

Risultati. 3 degli 86 pazienti hanno evidenziato delezioni del cromosoma Y nella regione AZF ed in tutti i casi appartenevano all’a-
plogruppo J del cromosoma Y, ma cid non ¢ stato statisticamente significativo. La cosa piu importante & che non sono state osservate
differenze nella distribuzione di ulteriori aplogruppi del cromosoma Y tra la popolazione oligozoospermica ed il gruppo di controllo.
Conclusioni. Come evidenziato, non c¢’¢ associazione tra disfunzione spermatica e particolari aplogruppi del cromosoma Y come sug-
gerito da altri Autori. Tuttavia la frequenza delle delezioni del cromosoma Y nel nostro gruppo di pazienti & rimarchevolmente piu
bassa rispetto a quella riportata in letteratura.

Summary

Introduction. An association between sperm function impairment and Y-chromosome haplogroups has been hypothesized.
Furthermore, deletions of genes located in the AZF region (DAZ) have been described at a high frequency in oligozoospermic men.
In this study, we evaluated the incidence of Y-chromosome microdeletions in patients affected by severe oligozoospermia and the as-
sociation of Y-chromosome haplogroups with this phenotype.

Materials and methods. Eighty-six men from Southern Italy, affected by severe oligozoospermia and undergoing ICSI, were screened
for Y-chromosome deletions by multiplex PCR.

In 77 subjects, the Y-chromosome haplogroup affiliation was determined by DHPLC survey of diagnostic marker mutations.

The Y-chromosome control group included 438 Italian men from Center-South Italy.

Results. Three out of 86 patients (3.5%) harboured Y chromosome deletions in the AZF region, and, in all cases, they belonged to Y-
chromosome haplogroup J, but this was not statistically significant.

Most importantly, no differences were observed in the distribution of either Y-chromosome haplogroups between the oligozoospermic
population and the control group.

Conclusions. There appears to be no association between sperm dysfunction and particular haplogroups of the Y-chromosome, as
proposed by other Authors.

Furthermore, the frequency of the Y-chromosome deletions, in our group of patients, is remarkably lower than that reported in the
literature.

Introduzione ti, le cause su base genetica rappresentano circa il 5%
dei casi *°.

L’infertilita colpisce circa il 10-15% delle coppie in  L’introduzione della tecnica ICSI (intracytoplasmic

eta fertile ' ed in genere il fattore maschile & riscontra-  sperm injection) negli anni *90 * ha ulteriormente con-

bile in quasi la meta dei casi '. Tra quelle determinan-  tribuito allo sviluppo delle ricerche sulle possibili cau-

Corrispondenza: dott.ssa Giuseppina Peluso, via G. Verdi 82/d, 87036 Rende (CS), Italy - Tel. +39 3482 825210 - E-mail: pina.pe-
luso@libero.it
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se genetiche responsabili di alterazioni della sperma-
togenesi che sono alla base di severe forme di infer-
tilita, destando preoccupazioni per quanto riguarda la
potenziale trasmissione di anomalie genetiche alla
prole del maschio infertile °.

Tali tecniche aggirano i meccanismi fisiologici lega-
ti alla fecondazione, infatti la ICSI permette allo
spermatozoo alterato di fecondare I’ovocita, aumen-
tando cosi la probabilita di rischio di trasmissione di
anomalie genetiche alla prole 3.

E ormai accertato che la causa genetica-molecolare
piu frequente dell’oligo/azoospermia & rappresentata
dalle microdelezioni del cromosoma Y °'°.

Grazie all’analisi di mappatura molecolare sono sta-
te finora identificate molte sequenze specifiche del
cromosoma Y che hanno permesso lo studio su larga
scala del suo braccio lungo sul quale sono situate co-
pie multiple di geni coinvolti nello sviluppo delle
cellule germinali maschili che, quando deleti, posso-
no causare un parziale o totale fallimento della sper-
matogenesi. Esse sono distinte in tre regioni chiama-
te Azoospermia Factor: AZFa, AZFb, AZFc '° !,

L’ AZFa comprende tre geni: DFFRY, DBY, ed UTY;
di essi il I, noto anche come USP9Y, codifica per una
proteina che sembra funzionare come un’idrolasi C-
terminale dell’ubiquitina e che, se associato al DBY,
sembra essere quello piu deleto per quanto riguarda
quest’intervallo.

L’ AZFb comprende 4 geni: EIF1AY, PRY, TTY2 ed
RBMY-1. L’ultimo gene sembra essere il miglior
candidato per quest’intervallo per uno studio mole-
colare dettagliato, ci0 grazie alla sua specificita per il
testicolo e la sua prevalenza di delezione nei sogget-
ti infertili '2. Codifica per una proteina RBM (RNA
binding motif); ¢ stato visto essere espresso nella li-
nea germinale nel testicolo (spermatociti e spermati-
di rotondi), anche se la sua reale funzione nelle cel-
lule germinali maschili rimane tuttora poco chiara 2.
Infine ’AZFc comprende 3 geni: DAZ, BPY2 e
CDY1 ".

Il gene piu importante per questo intervallo, data la
sua alta incidenza di delezioni nei soggetti infertili, ¢
il “DAZ”, membro di una famiglia multigenica (fa-
miglia genica DAZ) e caratterizzato da una struttura
piuttosto complessa 13,

E stato visto che, per quanto riguarda la correlazione
genotipo-fenotipo, le delezioni relative all’intervallo
AZFa sono rare '°', di solito associate a fenotipo
azoospermico con assenza completa di spermatogoni
(SCO tipo 1) ed incorrono con incidenza del 4,9% nel-
la popolazione maschile generale di infertili; quelle re-
lative all’ AZFb sono di solito associate ad arresto ma-

turativo delle cellule germinali causando nei 2/3 dei
casi azoospermia, con una frequenza pari al 15,8%
della popolazione generale di soggetti infertili ® 615,
Infine, le delezioni dell’intervallo AZFc che coinvol-
gono soprattutto il gene DAZ, sono le pit comuni.
Esse sono in genere associate a fenotipi azoospermi-
ci e pit frequentemente oligozoospermici, provoca-
no un’alterazione nel processo maturativo piuttosto
che una perdita completa della linea spermatogeneti-
ca ed incidono con frequenza che nei vari lavori va
dall’l al 50% dei maschi infertili %%,

Numerosi studi in letteratura sono stati pubblicati su
questo argomento e, nell’insieme, i dati emersi sug-
geriscono che, tra i vari Autori, esistono differenze
notevoli nella frequenza delle microdelezioni con un
range variabile dall’1,5 al 18% soprattutto per quan-
to riguarda I’intervallo AZFc (DAZ) 8.

Questa discrepanza nella frequenza potrebbe essere
dovuta: 1) ai differenti criteri di selezione clinica adot-
tati per i pazienti, anche se 1’orientamento attuale ri-
guarda individui azo/oligozoospermici severi con con-
ta spermatica < 5 x 10° spermatozoi/ml * (I’incidenza
delle microdelezioni diminuisce al crescere del nume-
ro degli spermatozoi nell’eiaculato *%*; 2) alla diversa
origine etnico/geografica dei campioni studiati **.
Rimane tuttavia inspiegato come un’alta percentuale
di soggetti con azo/oligozoospermia severa non ¢ in-
cline alle microdelezioni del cromosoma Y.

E stato ipotizzato che altri fattori legati al cromoso-
ma Y possono contribuire alla determinazione dell’ a-
zo/oligozoospermia. Tali fattori Y-linked che inclu-
dono variazioni di sequenze ripetute in famiglie ge-
niche multicopia, polimorfismi di geni specifici del
cromosoma Y, riarrangiamenti non evidenziabili at-
traverso le microdelezioni del cromosoma stesso, po-
trebbero segregare con determinati gruppi monofile-
tici o aplogruppi del cromosoma Y (combinazione di
una serie di marcatori polimorfici nelle regioni non
codificanti del cromosoma Y umano: ad esempio,
polimorfismi di un unico nucleotide o delezioni/in-
serzioni di sequenze di DNA) >>?’ che definiscono la
stabilita della linea umana preservando il patrimonio
genetico paterno della nostra specie .

Alcuni di essi proteggono dai riarrangiamenti struttu-
rali del cromosoma Y rispetto ad altri, altrettanto si-
gnificativi nella popolazione, che invece predispon-
gono ai riarrangiamenti (duplicazioni/inversioni) o
mutazioni di geni specifici contribuendo alla deter-
minazione di un particolare fenotipo %.

Pertanto lo studio di associazione di specifici aplo-
gruppi (background genetico) ed infertilita da altera-
ta spermatogenesi ¢ un modo indiretto che ci aiuta a
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capire se i geni del cromosoma Y sono implicati nel-
I’eziologia della stessa *.

La prima associazione tra background genetico del
cromosoma Y e predisposizione a riarrangiamenti
del cromosoma stesso ¢ stata precedentemente de-
scritta da Jobling et al. nel 1998 per quanto riguarda
un particolare aplogruppo europeo piu incline alla
Sindrome del Maschio 46,XX, in cui parte del brac-
cio corto del cromosoma Y, compreso il gene SRY,
risulta traslocato sul cromosoma X a seguito di un
evento di ricombinazione ectopica ¥ ¥,

In letteratura sono state recentemente descritte da al-
cuni Autori correlazioni tra oligozoospermia e parti-
colari aplogruppi nelle popolazioni: giapponese, ita-
liana e danese *° 33 3 nell’ambito delle quali & stata
analizzata la distribuzione dei diversi aplogruppi in
soggetti oligo/azoospermici e nella popolazione ge-
nerale.

L’analisi ha evidenziato nella popolazione danese
che uno specifico aplogruppo risultava pill rappre-
sentato in pazienti oligo/azoospermici (27,8%) ri-
spetto alla popolazione generale esaminata (4,6%) *.
Anche per quanto riguarda le microdelezioni del-
I’AZF ¢ stata osservata, da parte di alcuni Autori,
un’associazione con uno specifico aplogruppo del
cromosoma Y *°, ma questo dato & stato successiva-
mente smentito da altri » %,

Studi sugli aplogruppi del cromosoma Y in diversi
gruppi etnici sono stati effettuati in letteratura in re-
lazione anche ai percorsi storici e migratori delle po-
polazioni prese in esame *'.

In questo studio abbiamo valutato 1’incidenza delle
microdelezioni del cromosoma Y e una loro eventua-
le associazione con aplogruppi dello stesso cromoso-
ma in un gruppo di soggetti provenienti dal Sud Ita-
lia affetti da oligozoospermia severa.

Metodi

PAzIENTI

Sono stati inclusi nello studio soggetti di eta compre-
satrai20edi55 anni afferenti al nostro Servizio per
problemi di infertilita.

Dopo un completo esame andrologico comprensivo
di: almeno due spermiogrammi condotti ed in accor-
do alle Linee Guida del WHO 1999 * a distanza di
una settimana 1’uno dall’altro, analisi del cariotipo,
esami ormonali ed ecografia testicolare, sono stati
isolati, tra i soggetti esaminati, 86 pazienti con oligo-
zoospermia idiopatica severa che rappresentano il

nostro campione per lo studio, scelto in base al se-
guente criterio clinico d’inclusione: oligozoospermia
severa idiopatica con concentrazione spermatica in
un range da 1 a 5x10° spermatozoi/ml. 1l criterio di
esclusione ha riguardato invece entrambe le azoo-
spermie (secretorie e ostruttive), oligozoospermie
dovute a cause anatomiche, genetiche, ormonali, pa-
tologie (varicocele, criptorchidismo) ed anomalie
cromosomiche (Sindrome di Klinefelter, ecc.).

Tali soggetti avevano fornito il consenso informato
per I'inclusione nello studio.

Parallelamente ¢ stato esaminato un gruppo di con-
trollo di 438 soggetti della stessa provenienza geo-
grafica. In particolare si trattava di soggetti maschi
sani con valori normali dei parametri seminali testa-
ti secondo le raccomandazioni del WHO 1999 e con
la seguente ripartizione geografica:

Calabria 97
Basilicata 24
Puglia 139
Campania 94
Centro Italia 84

I dati relativi alle regioni non calabresi sono stati
estrapolati dalla letteratura *.

ANALISI MOLECOLARE

Il DNA genomico del campione in oggetto ¢ stato
isolato da buffy-coat mediante la metodica di estra-
zione standard fenolo-cloroformio, e successivamen-
te utilizzato per 1’analisi di microdelezioni e aplotipi
del cromosoma Y.

Lo screening per microdelezioni del cromosoma Y ¢
stato effettuato usando una PCR (Polymerase Chain
Reaction) Multiplex dei geni situati nei 3 loci AZF e
specifiche sequenze bersaglio del cromosoma Y (STS).
Le sequenze dei primer-PCR usate in questo studio
sono state estrapolate dalla GeneBank o descritte in al-
tri lavori °#*: 16 geni (RBMY1, RBMY2, DAZ,
SPGY, TTY1, TTY2, PRY, DFFRY, DBY, UTY,
TB4Y, BPY1, CDY, XKRY, elF-1AY, BPY2) e 32
markers STS (SY14, SY18, SY19, SY70, SY78,
SY81, SY82, SY83, SY84, SY85, SY86, SY&7,
SY165, SY182, SY151, SY100, SY128, SY13l1,
SY132, SY134, SY136, SY139, SY153, SY152,
SY155, SY147, SY156, SY149, SY254, SY157,
SY243, SY202) sono stati scrinati mediante altrettan-
te PCR multiplex e 5 reazioni a singole paia di primers
in accordo con le procedure pubblicate ° 101344,

Tutti i cicli termali sono stati effettuati mediante una
PTC-100 Programmable Thermal Controller (GE-
NENCO) e gli ampliconi successivamente testati su
gel d’agarosio all’1,8%.
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In ciascuna PCR sono stati inclusi, come controlli
per i marcatori e I’esecuzione dell’amplificazione,
campioni di DNA di maschio e femmina normale, ol-
tre che un campione non contenente DNA (controllo
bianco).

I test di PCR mostranti la delezione del gene per i lo-
ci AZF sono stati confermati con 1’analisi di sequen-
za e i frammenti di PCR sequenziati con Abi Prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reac-
tion Kit (PE Applied Biosystem) in accordo con le
raccomandazioni della casa, insieme a un sequenzia-
tore ABI PRISM 377 DNA (PE Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA).

ANALISI DEGLI APLOGRUPPI DEL CROMOSOMA Y

Un totale di 77 cromosomi Y da pazienti con oligo-
zoospermia sono stati genotipizzati per 11 marcato-
ri biallelici — YAP-DYS287, SRYY4064, M201,
122 (DYSI11), M9, M17, M74, M170, M173,
M269, P25 — e classificati nei maggiori aplogruppi
europei del cromosoma Y (Hgs- The Y-Chromoso-
me-Consortium- the YCC, 2002) 2. Ad eccezione
dei marker YAP e 1212, esaminati in accordo con al-
cuni Autori 4%, rispettivamente tutti gli altri marca-
tori sono stati sottoposti ad analisi mediante DHPLC
(Denaturing High Performance Liquid Chromato-
graphy), come precedentemente riportato 2.

TEeST STATISTICI

L’analisi dei dati ¢ stata condotta utilizzando la fun-
zione di probabilita > (Chi quadro) a 6 gradi di li-
berta, con un test ad una coda ed un livello di signi-
ficativita alfa = 0,05.

A livello di significativita alfa = 0,05, la dipendenza
fra le righe e le colonne era assunta non significativa.

Risultati

I dati epidemiologici emersi dal nostro studio e ripor-
tati in Tabella I mostrano i seguenti risultati: le dele-
zioni del cromosoma Y per quanto riguarda 1’ AZFc
sono state riscontrate solo in 3 degli 86 soggetti oli-
gozoospermici esaminati (3,5%).

Le frequenze dell’aplogruppo del cromosoma Y in
77 dei soggetti oligozoospermici (Tab. II) evidenzia-
no che: tutti i cromosomi Y sono stati trovati appar-
tenere agli aplogruppi E (D), G, I, J ed R. Dalla com-
parazione con il gruppo di controllo non ¢ stata os-
servata alcuna differenza nella distribuzione degli
aplogruppi (x* = 12,168; p = 0,058). Sebbene tutti i 3
pazienti con delezioni del cromosoma Y (AZFc) ap-

Tab. I. Dati epidemiolodici di pazienti italiani oligo-
zoospermici. Epidemiologic data in lItalian oligozoo-
spermic patients.

Numero di pazienti 86
Eta (Media + SD) 371+38
Tempo di infertilita (media £ SD) 2,8+1,1
Conta spermica (10%x ml) 32+0,7
Motilita spermatica (%) 15,6 £ 49
Normale morfologia spermatica 21,4 +85
Pazienti con delezioni del cromosoma-Y 3 (3,5%)

partenessero all’aplogruppo J (il piti comune aplo-
gruppo nell’Italia Centro-Sud), questi dati non sono
risultati statisticamente significativi.

Discussione

Con la ICSI, la prognosi riproduttiva di uomini con
oligozoospermia severa *’ & cambiata sostanzialmen-
te, sebbene 1’uso di tale tecnica desta tuttora preoc-
cupazioni per le probabili conseguenze sulla prole,
da quando lo sperma non naturalmente selezionato o
immaturo e quello prelevato direttamente dai testico-
li vengono usati per fertilizzare gli ovociti, aggiran-
do le naturali barriere di selezione °.

E stato riportato in letteratura un aumento, nella IC-
S1, di prole con aneuploidie dei cromosomi sessuali ©
e documentato inoltre un incremento di cromosomi
aneuploidi negli spermatozoi di uomini oligozoo-
spermici 8%,

Inoltre, la scoperta delle delezioni del locus AZFc nel
cromosoma Y di uomini infertili ha evidenziato an-
cor di pit il rischio di trasferire alterazioni genetiche
alla prole mediante ICST °1°,

Dai dati riportati in letteratura ad oggi sono state ri-
scontrate larghe differenze nella frequenza delle de-
lezioni del cromosoma Y in un range variabile da 1,5
a 18% di uomini infertili '8 %,

Gli stessi range di frequenze nei casi di azoosper-
mia non ostruttiva vanno da 10 a 35%, mentre nel-
le oligozoospermie severe idiopatiche variano da 8
a 14% 12 41 44.

Nel nostro campione di soggetti con oligozoosper-
mia severa idiopatica, la frequenza delle delezioni
del cromosoma Y riscontrata ¢ risultata significativa-
mente piu bassa rispetto a quelle riportate in lettera-
tura 81921245051 infatti solo il 3,5% dei pazienti ha
mostrato una delezione del locus AZFc, frequenza a
nostro avviso piuttosto bassa rispetto a quella ripor-
tata dai diversi Autori (1,5-18%).
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Tab. Il. Frequenze di aplogruppi del cromosoma Y in soggetti oligozoospermici e controlli. Y-chromosome haplogroup

frequencies in oligozoospermic subjects and controls.

Popolazione Ne° di Aplogruppi del cromosoma Y 2
campioni
E G I J R1a1 R1b Altri
Soggetti 77° 14 1 10 23 1 17 1
oligozoospermici (18,2) (14,3) (13,0) (29,8) (1,3) (22,1) (1,3)
Soggetti 438 ¢ 79 ¢ 31¢ 31 128 ¢ 12 126 31
di controllo (18,0) 7,1 7,1 (19,2) 2,7 (28,8) 7,1

x* = 12,168; gradi di libertda = 6; p = 0,058 (0. = 0,05); * = nella Tabella, per ciascun gruppo di studio la I riga riporta il numero di soggetti stu-
diati; la 1l riga riporta la percentuale nel relativo gruppo; = sono stati considerati solo campioni di provenienza italiana; degli 86 presi in esa-
me, 2 non avevano uguale provenienza geografica e 7 non erano identificabili; ¢ = il gruppo di controllo include 97 soggetti calabresi e 351 sog-
getti provenienti da regioni del Centro-Sud 39; ¢ = I'aplogruppo E, insieme a ], & considerato un “SUPER-APLOGRUPPQ” *’; ¢ = I'aplogruppo G rien-

tra nel pattern della linea di aplogruppi pitt comuni nel Sud-Italia .

Differenze nelle procedure di selezione dei pazienti
potrebbero spiegare queste rimarchevoli discrepanze
nella frequenza.

Nella nostra opinione, la reale frequenza di delezioni
AZFc in uomini oligozoospermici potrebbe essere ri-
considerata, rispetto a quella riportata in letteratura
dell’1-18%, ad una piu realistica del 2-3% che corri-
sponde a quella da noi riscontrata.

Recentemente alcuni lavori in letteratura hanno ri-
portato una associazione tra specifici aplogruppi ed
infertilita, sebbene i dati siano contraddittori.
Difatti, questa associazione ¢ stata descritta da alcu-
ni Autori in una popolazione di giapponesi infertili
ed anche in uomini italiani ****, ma non confermata
da altri ', o addirittura messa in dubbio per essere un
artefatto della frequenza dell’aplogruppo nella popo-
lazione di controllo *2.

Piu recentemente ¢ stata osservata nella popolazione
danese un’associazione tra bassa conta spermatica e
aplogruppi del cromosoma Y .

Anche per quanto riguarda le delezioni del cromoso-
ma Y non c¢’¢ accordo tra gli Autori: alcuni di essi %!
hanno mostrato una mancanza di associazione tra
aplogruppi del cromosoma Y e delezioni nell’ AZFc.
Dall’altro canto altri °> hanno riportato una associa-
zione tra aplogruppi N e delezioni dell’AZFc nella
popolazione tedesca.
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Odds & un termine difficilmente traducibile in italiano.
La parola che piu si avvicina a tradurla ¢ “quota”, ter-
mine che si ritrova nel mondo delle scommesse, ma per
non generare confusione ¢ preferibile utilizzare il termi-
ne inglese.

L’odds si definisce come un rapporto tra probabilita:
quella che un evento si verifichi e quella che non si ve-
rifichi. Se ne ricava che, necessariamente, 1’esito cui
I’ odds si riferisce deve essere dicotomico: si o no, pre-
senza o assenza, salute o malattia.

Ricordando le formule della probabilita :

cente e 50 controlli della stessa eta che non hanno mai
presentato DE. Se indicazioni da altri studi (o nostre in-
dagini preliminari) ci suggeriscono che il fumo puo es-
sere associato al DE, potremo calcolare 1’odds di DE tra
i fumatori e i non fumatori.

probabilita dell’esito A probabilita dell’esito B

Fumo DE Totale
Si No

Si 15 5 20

No 35 45 80

Totale 50 50 100

se I’odds, = P(A)/P(B), avremo che

A B

odds, =275 A+ B

ovvero odds, = A/B.

Ne ricaviamo che, se la probabilita che in un lancio di
dadi esca il 6 ¢ 1/6, perché 6 sono gli esiti possibili di
un singolo lancio, I’odds che esca 6 ¢ 1:5, ovvero la
probabilita che esca il 6 (uno degli esiti) contro la pro-
babilita che esca una delle altre 5 facce (gli altri 5 esiti
possibili).

Se invece che giocare d’azzardo faccio ricerca, potro
voler valutare 1’odds di una malattia in un gruppo di
persone. Se A ¢ il numero di malati tra i soggetti, e B il
numero di non malati, potro calcolare 1’odds della ma-
lattia nel gruppo. Se all’interno del gruppo ho il sospet-
to che la malattia si verifichi pill frequentemente in chi
presenta una certa caratteristica, potro indagare se
I’odds varia nei gruppi determinati dalla presenza/as-
senza della caratteristica in questione.

In uno studio caso controllo abbiamo arruolato 50 pa-
zienti con disfunzione erettile (DE) manifestatasi di re-

Dalla Tabella vediamo che 1’odds di DE dei 20 fumato-
ri ¢ 15:5 (3,0), quello degli 80 non fumatori 35:45 (0,8).
Come quantifico 1’associazione tra il fumo e il DE?
Lo strumento che serve a valutare le associazioni tra le
variabili e I’esito ¢ il rapporto tra gli odds, pitt noto con
il suo nome inglese di odds ratio (OR).

Il rapporto tra gli odds nei fumatori e nei non fumatori
dara la misura dell’associazione tra il fumo e il DE.

DE tra i fumatori
odds F=12=3
5
DE tra i non fumatori

Odds NF =32 = 0,78
45

0dds ratio fumatori vs. non fumatori

orR=30=39
0,78

Corrispondenza: dott.ssa Elena Ricci - e-mail: elena.ricci@unimi.it
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Da questi numeri si puo affermare (come esempio)
che il DE tra i fumatori € quasi quattro volte piu fre-
quente. ”OR ci fornisce una misura della forza del-
I’associazione tra la variabile di esposizione e la va-
riabile di esito.

Generalizzando, se in uno studio vogliamo valutare
I’associazione tra un’esposizione e un esito, dovremo
elaborare una Tabella di questo tipo:

Esposizione Esito Totale
Si No

Si a b a+b

No C d c+d

Totale at+c b+d

nella quale a/b sara 1’odds negli esposti, c/d sara
I’odds nei non esposti, e il loro rapporto definira
I’odds ratio dell’esposizione. L’OR quindi, anche se
spesso a fini didattici viene presentato come rappor-
to tra i prodotti crociati della precedente Tabella
(a*d/b*c), ¢ in realta un rapporto tra I’odds nel grup-
po esposto e I’odds nel gruppo non esposto, ovvero:

odds ratio (OR) = alb

c/d

Bibliografia
' Ricci E, Cipriani S. Appunti di statistica. La probabilita. Gior-
nale Italiano di Medicina Sessuale e Riproduttiva
2006;13:102-3.

Matematicamente, il rapporto sara inferiore a 1 quan-
do nel gruppo esposto vi saranno meno esiti “indaga-
ti” rispetto al gruppo non esposto, superiore a 1 quan-
do sara vero il contrario. L'OR quindi mi dice quanto
nei soggetti esposti varia il rischio dell’esito in esame,
rispetto ai non esposti al fattore. Abbiamo visto che il
fumo aumentava il rischio dell’esito DE, quindi dire-
mo che il fumo & un fattore di rischio per il DE. Al
contrario, se consideriamo un altro fattore, scopriremo
che mentre sono 10 i soggetti con DE a fare regolar-
mente attivita fisica, i soggetti di controllo sono 25.
Rifacendo i calcoli come indicato sopra, scopriamo
che I’odds di DE in chi ¢ attivo € 10/25, mentre 1’ odds
di chi ¢ inattivo & 40/25. 1l loro rapporto ci fornisce un
OR = 0,25, che indica che I’attivita fisica diminuisce
di 4 volte I’esito DE. Si dice quindi che I’attivita fisi-
ca ¢ un fattore protettivo rispetto al DE.

L’OR ¢ ampiamente — anche se non propriamente —
usato anche nei report di studi clinici controllati. Ta-
le ampio utilizzo ¢ dovuto alla sua efficacia nel mi-
surare la forza e la significativita dell’associazione
tra due variabili, dal momento che ne fornisce una
stima e un intervallo di confidenza, nonché alla pos-
sibilita che offre di tener conto dell’effetto di altre
variabili su questa associazione (regressione logisti-
ca) 2. Inoltre in alcune occasioni, cioé quando I’esito
in esame ¢ molto poco frequente, rappresenta una
buona approssimazione del rischio relativo.

2 Bland JM, Altman DG. Statistics notes. The odds ratio. BMJ
2000;320:1468.

Domanda 1: L’odds ratio & una funzione statistica utilizzata per:

a) Valutare I’incidenza di una patologia

b) Valutare la forza dell’associazione fra una variabile esito e una caratteristica (fattore di rischio, fattore protettivo)
¢) Valutare la distribuzione di una caratteristica (es. assunzione di alcool) nella popolazione

Domanda 2: L’OR & una funzione statistica che puo assumere valori compresi fra 0 e infinito. Sappiamo che a
seconda dei valori assunti I’OR indica che la variabile oggetto di studio puo essere un fattore di rischio oppure
un fattore protettivo. Supponiamo di aver calcolato un OR dei fumatori rispetto ai non fumatori. Come viene

interpretato tale OR?

a) OR tra 0 e 1: il fumo ¢ un fattore protettivo

OR = 1: assenza di associazione (uguaglianza degli odds)

OR > 1: il fumo ¢ un fattore di rischio

b) OR tra 0 e 10: il fumo & un fattore protettivo
OR = 10: assenza di associazione
OR > 10: il fumo € un fattore di rischio

¢) OR tra O e I: il fumo & un fattore di rischio
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OR = 1: assenza di associazione
OR > 1: il fumo ¢ un fattore protettivo

Domanda 3: Che tipo di variabile deve essere la variabile esito per poter permettere il calcolo dell’OR?

a) Una variabile continua (es. livello della pressione arteriosa)

b) Una variabile categorica (es. gradi di una patologia)

¢) Una variabile dicotomica (es. si/no, sano/malato, ecc.)

Esercizio

Supponiamo di aver effettuato uno studio caso-con-
trollo avente come malattia oggetto di studio il DE.
Nella scheda abbiamo dunque definito per ciascun
paziente se si tratta di un caso o di un controllo e, per
entrambi, abbiamo provveduto a rilevare i dati relati-
vi alle variabili per le quali abbiamo formulato I’ipo-
tesi che possa trattarsi di fattori di rischio o fattori
protettivi. Tra queste variabili abbiamo rilevato la va-
riabile “fumatore si/no” e i dati raccolti possono es-
sere sintentizzati, nella relativa tabella di contingen-
za, come segue:

Fumo DE Totale
Si No
(Caso) (Controllo)
Si 200 400 600
No 100 300 400
Totale 300 700 1000

1) Calcolare I’odds di DE tra fumatori, tra non fuma-
tori e, quindi, ’OR:

Odds (fumatore) = ——
Odds (non fumatore) = ——
OR =

2) Come deve essere interpretato il valore di OR di

1,5 che abbiamo calcolato? OR = 1,5 significa che:

a) non esiste associazione fra il fumo e il DE

b) esiste associazione: un soggetto fumatore ha un
rischio di sviluppare DE doppio rispetto a un sog-
getto non fumatore

c) esiste associazione: un soggetto fumatore ha un
rischio di sviluppare DE pari a 1,5 rispetto a un
soggetto non fumatore

3) Sappiamo che per poter calcolare un OR dobbia-
mo essere in presenza di una variabile esito che sia

dicotomica (si/no, salute/malattia, ecc.). In verita
I’OR puod essere calcolato solo quando si ¢ in presen-
za di una Tabella 2x2. Supponiamo ora di aver rile-
vato una variabile fumo non dicotomica (es. non fu-
matore/lieve fumatore/forte fumatore).

Supponiamo che i dati raccolti possano essere sinte-
tizzati nella Tabella di seguito.

Fumo DE Totale
Si No
(Caso) (Controllo)
Forte fumatore 120 200 320
Lieve fumatore 80 200 280
Non fumatore 100 300 400
Totale 300 700 1000

Riorganizzare i dati della Tabella, tenendo come ca-
tegoria di riferimento la categoria dei non fumatori,
in modo da calcolare i due OR: OR dei forti fumato-
ri rispetto alla categoria di riferimento e OR dei lievi
fumatori rispetto alla categoria di riferimento.

Fumo DE Totale
Si No
(Caso) (Controllo)
Forte fumatore
Non fumatore
Totale
Fumo DE Totale
Si No
(Caso) (Controllo)

Lieve fumatore
Non fumatore

Totale
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Introduzione

Nonostante 1’alta prevalenza dell’infertilita, la ricerca si
¢ focalizzata solo di recente sui fattori genetici che pos-
sono causare infertilita maschile e femminile. E ormai
chiaro che alterazioni genetiche sono presenti in circa il
15% degli uomini e nel 10% delle donne infertili, ed in-
cludono sia alterazioni cromosomiche che mutazioni di
singoli geni. Le tecniche di riproduzione assistita rendo-
no possibile che alterazioni genetiche possano essere tra-
smesse ai figli e tale rischio € in molti casi veramente ele-
vato. La ICSI ha suscitato i dubbi maggiori circa un pos-
sibile aumento di malattie genetiche nei figli, poiché es-
sa oltrepassa i normali meccanismi fisiologici della ferti-
lizzazione. Tuttavia il rischio di trasmissione riguarda an-
che la FIVET e I'inseminazione endouterina (IUI), poi-
ché anche soggetti infertili normozoospermici possono
essere portatori di anomalie genetiche (per esempio
47,XYY). La selezione naturale previene la trasmissione
di mutazioni che provocano infertilita, mentre tale mec-
canismo protettivo viene sorpassato dalle tecniche di ri-
produzione assistita. Il rischio ¢ quindi che tali difetti ge-
netici persistano o addirittura aumentino nelle generazio-
ni future. L’identificazione di fattori genetici in una cop-
pia infertile & pertanto obbligatoria sia per una diagnosi
ed un trattamento accurati che ai fini prognostici.

La mancanza di regole nazionali ed internazionali per la
diagnosi di difetti genetici nella coppia infertile ha spinto
i ricercatori e i clinici italiani che si occupano di Medici-
na della Riproduzione a mettere a punto alcune Linee
Guida. Si ¢ pertanto dato vita ad una Consensus Confe-
rence con lo scopo di esprimere su questo complesso e
delicato problema opinioni e suggerimenti condivisi dal-
la comunita medico-scientifica che in Italia opera nel-
I’ambito della riproduzione umana.

Il Comitato di esperti include le diverse discipline coin-
volte nella riproduzione umana (Ginecologia, Androlo-
gia, Endocrinologia, Biologia della Riproduzione, Urolo-
gia, Embriologia e Genetica) ed ¢ costituito da rappresen-

tanti ufficialmente designati dalle seguenti Societa Scien-
tifiche italiane e straniere: Associazione Ginecologi Extra
Ospedalieri (AGEO), Societa Italiana di Andrologia
(SIA), Societa Italiana di Andrologia Medica (SIAM),
Societa Italiana di Ecografia Urologica, Andrologica e
Nefrologica (SIEUN), Societa Italiana di Embriologia e
Riproduzione (SIER), Societa Italiana di Endocrinologia
(SIE), Societa Italiana di Fertilita e Sterilita (SIFES), So-
cieta Italiana di Fisiopatologia della Riproduzione (SI-
FR), Societa Italiana di Genetica Umana (SIGU), Societa
Italiana di Ginecologia e Ostetricia (SIGO), Societa Ita-
liana di Riproduzione (SIdR), Societa Italiana di Urologia
(SIU), American Society of Andrology (ASA), European
Academy of Andrology (EAA), European Society of Hu-
man Reproduction and Embryology (ESHRE), Interna-
tional Society of Immunology of Reproduction (ISIR).

Il Comitato ha lavorato per cinque mesi e nel febbraio
2001 1 risultati sono stati discussi ad un convegno tenuto-
si ad Abano Terme (PD). La bozza del documento conclu-
sivo ¢ rimasta disponibile su Internet per un altro mese
per raccogliere ogni ulteriore commento e poi ¢ stato pre-
parato il documento definitivo. Esso rappresenta quindi
un reale “consensus” che qui di seguito viene brevemen-
te sintetizzato.

Nelle Linee Guida non sono state incluse tutte le cause di
infertilita ma solamente quelle clinicamente rilevanti, sia
in termini di prevalenza nell’infertilitd maschile e femmi-
nile che come rischio di trasmissione ai figli. Inoltre esse
sono state concepite per un uso clinico e quindi non ana-
lizzano gli aspetti tecnici legati a ciascun test genetico.
Poiché questo campo ¢ in rapida espansione le Linee Gui-
da e I’approccio diagnostico, qui di seguito proposto, sa-
ranno periodicamente rivisti.

Infertilita maschile

Le conoscenze sui meccanismi molecolari della sper-
matogenesi sono in rapida evoluzione ed ¢ probabile

Corrispondenza: C. Foresta, Centro di Crioconservazione dei Gameti Maschili, Universita di Padova, via Gabelli 63, 35100 Padova,

Italy - E-mail: carlo.foresta@unipd.it
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che molti altri geni coinvolti nell’infertilita maschile
verranno identificati nei prossimi anni. Le ricerche
pil recenti hanno permesso di chiarire che diverse al-
terazioni genetiche hanno un’importante rilevanza
clinica, sia come causa di infertilita maschile che in
termini di rischio di trasmissione mediante metodi-
che di riproduzione assistita. Queste alterazioni in-
cludono sia aberrazioni cromosomiche che mutazio-
ni di specifici geni.

La Tabella I riassume le cause genetiche di infertilita
maschile poste in discussione. La Tabella II elenca i

Tab. I. Classificazione delle cause genetiche di inferti-
lita maschile.

Aberrazioni cromosomiche (omogenee o in mosaico)

Cromosomi sessuali
47,XXY (sindrome di Klinefelter)
47,XYY e altre aneuploidie-XX
Maschio 46,XX 45,X
Aberrazioni strutturali del cromosoma Y
Delezioni
Anelli
Isocromosomi
Inversioni
Autosomi
Traslocazioni Robertsoniane
Traslocazioni reciproche
Inversioni
Sindromi cliniche
Trisomia 21
Duplicazioni e delezioni parziali
Eteromorfismo cromosomici
Inv (9)
Inversione familiare dell’Y
Yq +

Mutazioni geniche

Legate all’Y
Microdelezioni dell’Yq11
Legate all’X
Sindrome di Kallmann
Sindrome da insensibilita agli androgeni
Autosomiche
Sindromi genetiche complesse in cui I'infertilita &
una manifestazione minore (Tab. 111)
Infertilita @ come manifestazione maggiore
CFTR
Geni per le subunita B di LH e FSH e geni
per i recettori di LH e FSH

Alterazioni cromosomiche confinate agli spermatozoi

Gravi testicolopatie primarie
Post-chemio- e radio-terapia

test genetici che il Comitato raccomanda di include-
re nell’uso clinico.

ANALISI DEL CARIOTIPO

E noto da pit di 20 anni che la prevalenza di anoma-
lie cromosomiche ¢ maggiore nei maschi infertili e la
percentuale ¢ inversamente proporzionale alla conta
spermatica. Rispetto alla popolazione generale le al-
terazioni cromosomiche sono molto comuni nei part-
ner maschili di coppie sottoposte a ICSI. Sono stati
condotti diversi studi in passato dai quali risulta che
I’incidenza di fattori cromosomici nei soggetti infer-
tili &€ compresa tra il 2 e I’8% con un valore medio di
circa il 5%. Questa percentuale aumenta fino al 15%
nei soggetti azoospermici nei quali I’anomalia mag-
giore ¢ rappresentata dall’aneuploidia 47,XXY. Le
alterazioni dei cromosomi sessuali sono 1’anomalia
maggiore nei soggetti azoospermici, ma nei pazienti
infertili si possono riscontrare anche diverse anoma-
lie strutturali degli autosomi, che includono le traslo-
cazioni Robertsoniane e reciproche, inversioni, du-
plicazioni e delezioni.

Nei soggetti infertili sottoposti ad ICSI in Francia il
3,7% ha anomalie dei cromosomi sessuali ed il 2,4%
ha anomalie degli autosomi. Nei soggetti azoosper-
mici le anomalie dei cromosomi sessuali si ritrovano
nel 15,9% e anomalie degli autosomi nel 2,8% dei
casi. E interessante notare che nei soggetti normo-
zoospermici la percentuale delle alterazioni cromo-
somiche era del 3,0%, comprendente sia aneuploidie
dei cromosomi sessuali (per esempio 47,XXY e mo-
saicismi) (1,4%) e anomalie strutturali bilanciate
(1,6%). Studi preliminari sulle gravidanze ottenute
mediante ICSI suggeriscono che le alterazioni dei
cromosomi sessuali sono piu frequenti rispetto alle
gravidanze naturali. In generale i bambini nati me-
diante ICSI hanno un pil alto rischio di anomalie
cromosomiche. Anche se i dati sono ancora contra-
stanti sembra che la percentuale di alterazioni cro-
mosomiche nei nati ICSI sia nell’ordine del 3%, la
meta delle quali viene trasmessa dal padre.

Data la frequenza delle aberrazioni cromosomiche nei
soggetti infertili con testicolopatia grave, il Comitato
ha raccomandato 1’analisi del cariotipo durante il pro-
cesso diagnostico dei soggetti con azoospermia e gra-
ve oligozoospermia. In questi pazienti lo screening
citogenetico & obbligatorio prima di qualsiasi forma
di riproduzione assistita. Inoltre I’analisi del cariotipo
dovrebbe essere eseguito nei pazienti candidati a me-
todiche di fecondazione assistita (inclusa la IUI) an-
che quando i parametri seminali sono nella norma o
solo leggermente alterati. Infine, poiché alcune ano-
malie cromosomiche (come il 47,XYY) si possono ri-
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Tab. II. Test genetici nell’infertilita maschile.

Azoospermia

Grave oligozoospermia
(conta spermatica

<10 x 106/ml)

Moderata oligozoospermia

(conta spermatica
10-20 x 106/ml)
€ normozoospermia

Cariotipo

Microdelezioni del
cromosoma Y

CFTR

KAL1

Recettore per gli androgeni

5 o-reduttasi 2

— Durante l'iter
diagnostico

— Prima di ART

— Durante l'iter
diagnostico

(non ostruttiva)

— Prima di ART

— Durante l'iter

diagnostico (CBAVD)
— Prima di ART

— Durante I'iter
diagnostico (HH)
Suggerito:

— Durante liter
diagnostico
(alto ASI)
Suggerito:

— Durante ['iter

— Dopo un anno

diagnostico di rapporti mirati
— Prima di ART — Prima di ART
— Durante I'iter

diagnostico
— Prima di ART —

— Durante l'iter
diagnostico
(CUAVD)

— Prima di ART

Suggerito:

— Durante liter
diagnostico
(alto ASI)
Suggerito:

— Casi clinici selezionati
Analisi delle aneuploidie —
spermatiche mediante FISH

scontrare in soggetti con un’apparente normozoosper-
mia, 1’analisi del cariotipo dovrebbe essere eseguita
se dopo un anno di rapporti mirati non ¢ stata ancora
ottenuta una gravidanza.

MICRODELEZIONI DEL BRACCIO LUNGO DEL CROMOSOMA Y

Molti studi hanno chiarito che le microdelezioni del
braccio lungo del cromosoma Y (Yq) rappresentano
una causa frequente di infertilita maschile. Esistono
tre diversi loci chiamati “azoospermia factors” (AZ-
Fa, b e ¢) e diversi geni sono stati isolati da queste re-
gioni, ma anche altri geni che mappano nell’ Yq po-
trebbero avere un loro ruolo nel determinare il feno-
tipo dei pazienti deleti. Le microdelezioni dell’Yq
determinano una grave testicolopatia che si esprime
con azoospermia o grave oligozoospermia. In gene-
rale la prevalenza di microdelezioni dell’ Yq nei sog-
getti infertili € stimata attorno al 10%. In pazienti se-
lezionati questa percentuale aumenta al 15% nei pa-
zienti con grave oligozoospermia idiopatica e al 20%
in quelli con azoospermia non ostruttiva idiopatica.
Microdelezioni si possono anche riscontrare nei sog-
getti con grave testicolopatia associata ad altre cause

— Casi clinici selezionati
Non suggerito:
— Eventualmente durante
I'iter diagnostico —
— Dopo radio-
— Chemioterapia

di danno testicolare come il varicocele o il criptor-
chidismo.

I pazienti con microdelezioni dell’ Yq hanno frequen-
temente spermatozoi nell’eiaculato o nei testicoli e
pertanto sono spesso candidati a tecniche di feconda-
zione assistita. In questi casi I’anomalia genetica vie-
ne sicuramente trasmessa all’eventuale figlio ma-
schio che quindi ereditera la stessa malattia del padre
(I'infertilita). Tuttavia la reale conseguenza di questa
trasmissione non ¢ tuttora chiara e il recente riscon-
tro di aneuploidie spermatiche nei pazienti con mi-
crodelezioni (con conseguente rischio di generare fi-
glie affette da sindrome di Turner) impone problemi
sia medici che etici.

Il Comitato ha suggerito di eseguire 1’analisi delle
microdelezioni dell’Yq durante 1’approccio diagno-
stico dei soggetti infertili con azoospermia non
ostruttiva e grave oligozoospermia, indipendente-
mente dalla presenza di altre possibili cause di dan-
no testicolare. Questa analisi non ¢ indicata quando
la concentrazione spermatica ¢ maggiore di 10 milio-
ni per millilitro. Inoltre tutti i soggetti con azoosper-
mia non ostruttiva e grave oligozoospermia dovreb-
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bero essere sottoposti a quest’analisi prima di meto-
diche di fecondazione assistita.

GENE CFTR

Un individuo su 2.500 ¢ affetto da fibrosi cistica e
uno su 25 ¢ portatore asintomatico eterozigote. Il ge-
ne CFTR ¢ localizzato sul cromosoma 7q31.1-31.2 e
la mutazione piu frequente ¢ rappresentata dalla de-
lezione di una fenilalanina in posizione 508 (DF508),
ma esistono piu di 800 mutazioni diverse.
L’agenesia bilaterale dei vasi deferenti (CBAVD)
rappresenta in molti casi una forma lieve o incomple-
ta di fibrosi cistica, infatti circa il 70-80% di questi
soggetti sono eterozigoti o eterozigoti composti per
una mutazione CFTR. Una particolare mutazione as-
sociata alla CBAVD ¢ chiamata “5T allele” (il nor-
male allele ha 7T o 9T nucleotidi nell’introne 8), che
causa la mancata trascrizione dell’esone 9 e bassi li-
velli di espressione della proteina CFTR. Anche I’a-
genesia monolaterale dei deferenti (CUAVD) puo es-
sere associata a mutazioni CFTR. Sebbene la preva-
lenza delle mutazioni in questo gruppo di soggetti sia
molto variabile in diversi studi (dall’11 al 75%), si ri-
tiene comunque che un certo numero di CUAVD sia
causato dalla mancanza della proteina CFTR. In ogni
caso 1 soggetti con CBAVD o CUAVD hanno una
normale spermatogenesi e quindi sono candidati alla
ICSI utilizzando spermatozoi eiaculati, epididimali o
intratesticolari. In questi casi il rischio maggiore ¢
rappresentato da figli affetti da fibrosi cistica concla-
mata in quei casi in cui anche la partner femminile
sia eterozigote composta per una mutazione CFTR.
Il Comitato ha suggerito di eseguire lo screening del-
le mutazioni CFTR (incluso I’allele 5T) nei soggetti
infertili con CBAVD o CUAVD. Se la coppia ¢ can-
didata a tecniche di riproduzione assistita il test do-
vrebbe essere eseguito sia nel maschio che nella part-
ner femminile e andrebbe offerto un servizio di con-
sulenza genetica.

GENE KAL1

La sindrome di Kallmann colpisce un maschio su
10.000 e consiste di un ipogonadismo ipogonadotro-
po (HH) isolato, idiopatico e congenito associato ad
anosmia. Esistono tre differenti forme di sindrome di
Kallmann ereditate come forme legate all’X o auto-
somiche dominanti o recessive. La forma legata al-
I’X causa il 10-15% delle sindromi di Kallmann. Il
gene di questa forma, KAL1, codifica per una protei-
na (anosmina) con un ruolo centrale nella migrazio-
ne dei neuroni GnRH e dei nervi olfattori all’ipotala-
mo. Altre manifestazioni cliniche in questi soggetti

possono includere criptorchidismo, agenesia renale
monolaterale, palatoschisi e cecita per i colori.

Sebbene la sindrome di Kallmann sia rara e 1’analisi
di mutazioni del gene KAL1 non sia facilmente ese-
guibile, il Comitato ha raccomandato di includere lo
screening del gene KALI in tutti i soggetti azoosper-
mici con HH e anosmia. Questa decisione ¢ anche
motivata dal fatto che un trattamento ormonale pud
riportare la fertilita in questi soggetti, ma cio rende
possibile la trasmissione del difetto genetico ai figli.

GENE PER IL RECETTORE DEGLI ANDROGENI

La sindrome da insensibilita agli androgeni ¢ una
malattia recessiva legata all’X causata da un’anoma-
lia del gene per il recettore degli androgeni (AR) che
¢ localizzato in Xql1-12. I soggetti affetti possono
presentare diversi fenotipi che variano da un fenoti-
po femminile completo all’ambiguita genitale al ma-
schio infertile. Sono state riportate piu di 300 muta-
zioni nel gene AR, la maggior parte delle quali ¢ rap-
presentata da mutazioni puntiformi che portano a so-
stituzione aminoacidica. I maschi infertili con muta-
zioni dell’ AR presentano azoospermia o grave oligo-
zoospermia, sia come manifestazione isolata che as-
sociata ad altre anomalie dovute ad una scarsa sensi-
bilita agli androgeni (come criptorchidismo, ipospa-
dia, ginecomastia, scarsa virilizzazione). Questi sog-
getti hanno un particolare profilo ormonale con au-
mentati livelli plasmatici di LH e testosterone nor-
male o aumentato. Il prodotto LH per testosterone
(espresso in U x nmol/I2), chiamato indice di sensi-
bilita agli androgeni (ASI), puo essere utile nell’i-
dentificare i pazienti a rischio di mutazioni del gene
AR. La frequenza di mutazioni nei soggetti infertili
con azoospermia o grave oligozoospermia ¢ del 2-
3%. Poiché la stessa mutazione pud essere associata
a diversi fenotipi, non si possono prevedere le conse-
guenze cliniche nei bambini nati mediante tecniche
di riproduzione assistita e la coppia deve essere
informata circa la possibilita di un peggioramento
delle manifestazioni cliniche nei figli che erediteran-
no il difetto genetico. Un’espansione della tripletta
CAG nell’esone 1 (pit di 40 ripetizioni) causa I’ atro-
fia muscolare spino-bulbare (SBMA o malattia di
Kennedy). Non ¢ ancora chiaro se un’espansione mi-
nore di triplette CAG causi un difetto isolato della
spermatogenesi.

Solo pochi studi sono stati eseguiti per valutare le
mutazioni del gene AR nei soggetti infertili senza al-
tre anomalie congenite. In ogni caso il Comitato ha
suggerito di eseguire il test nei soggetti azoospermi-
ci e gravemente oligozoospermici con un alto ASI,
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anche se questa non ¢ una regola assoluta. Inoltre in
questi soggetti il test dovrebbe essere comunque ef-
fettuato come analisi di secondo livello dopo I’anali-
si del cariotipo. Ovviamente 1’analisi genetica del ge-
ne AR dovrebbe essere eseguita quando ci sono altre
manifestazioni cliniche di insensibilita agli androge-
ni. Poiché il ruolo delle triplette CAG nell’infertilita
maschile ¢ ancora dibattuto, questa analisi non do-
vrebbe essere inclusa nella pratica clinica.

GENE 5 0-REDUTTASI-2 (SRD50:2)

Questo enzima converte il testosterone in So-diidro-
testosterone in specifici tessuti androgeno-dipenden-
ti. I1 deficit della 5a-reduttasi-2 causa pseudoerma-
froditismo maschile che normalmente si manifesta
alla nascita con ipospadia perineo-scrotale pseudova-
ginale. Una certa virilizzazione avviene alla puberta
con crescita del pene e discesa testicolare. I soggetti
adulti possono presentare azoospermia o grave oligo-
zoospermia talvolta associate a testicoli ritenuti e
ipospadia. Sono state riportate gravidanze mediante
inseminazione endouterina in pazienti con deficit
della 5a-reduttasi.

Data la bassa incidenza di anomalie del gene So.-re-
duttasi nei soggetti infertili il Comitato ha ritenuto di
suggerire questa analisi solamente in casi selezionati
che presentano caratteristiche particolari.

ANALISI DELLE ANEUPLOIDIE SPERMATICHE

I maschi normali producono una percentuale variabi-
le (tral’1 ed il 15%) di spermatozoi con aberrazioni
cromosomiche, la maggior parte delle quali rappre-
sentato da alterazioni strutturali (circa 90%). Alcuni
dati suggeriscono che alcune condizioni cliniche col-
legate ad infertilita maschile sono associate ad
un’aumentata percentuale di spermatozoi ipo- o iper-
aploidi. Nei soggetti infertili con grave testicolopa-
tia, le anomalie numeriche spermatiche sono aumen-
tate come conseguenza di alterazioni mitotiche e
meiotiche. Inoltre, la chemioterapia e la radioterapia
hanno un effetto dannoso sulla spermatogenesi che
persiste fino a sei mesi dopo la fine della terapia. L’i-
bridizzazione in situ fluorescente (FISH), che rappre-
senta la tecnica di studio delle aneuploidie spermati-
che, ha tuttavia alcune limitazioni. Infatti non € in
grado di individuare le anomalie strutturali, solo po-
chi spermatozoi possono essere studiati ed ha alcuni
problemi tecnici legati alla ibridizzazione. Al mo-
mento attuale quindi non esiste un accordo unanime
circa I'utilizzo della FISH nella pratica clinica ed il
Comitato non ha suggerito questa analisi come test di
routine nei soggetti infertili. Se ulteriori dati speri-

mentali dimostreranno 1’efficacia di questa metodica
allora la FISH dovrebbe essere eseguita nelle gravi
testicolopatie primarie e dopo trattamenti radio- e
chemioterapici. Almeno i cromosomi sessuali ed il
cromosoma 21 dovrebbero essere inclusi in questa
analisi.

ALTRE CONDIZIONI

Altre anomalie genetiche sono state considerate dal
Comitato, ma non sono state incluse come test da ef-
fettuarsi di routine nei soggetti infertili perché estre-
mamente rare o perché mancano ancora dati scienti-
fici certi. Tali alterazioni comprendono mutazioni in
geni essenziali per lo sviluppo gonadico e la funzio-
ne testicolare (deficit di enzimi della steroidogenesi,
mutazioni nei geni delle subunita 3 dell’LH e FSH e
dei recettori per LH e FSH), e geni pleiotropici le cui
mutazioni alterano anche la spermatogenesi (distro-
fia miotonica, DAX1). Inoltre molti difetti genetici
possono alterare la spermatogenesi, ma le manifesta-
zioni cliniche sono cosi complesse che I’infertilita in
realta rappresenta solo un’espressione minore.

Infertilita femminile

A parte le anomalie cromosomiche, le alterazioni
dello sviluppo sessuale femminile e della funzione
riproduttiva possono essere causate da difetti di geni
che agiscono a vari livelli dell’asse ipotalamo-ipofi-
si-ovaie o nella biosintesi gonadica e surrenalica di
steroidi e dei loro recettori. Inoltre, alcune condizio-
ni cliniche comuni come la sindrome dell’ovaio po-
licistico (PCOS) o la menopausa precoce (POF) pos-
sono avere un’origine genetica. I progressi tecnici
nel campo delle tecniche di riproduzione assistita
hanno ancor piu stimolato la ricerca in questo setto-
re. Di conseguenza alcuni aspetti particolari legati a
queste metodiche, come la scarsa risposta ovarica al-
I’iperstimolazione (donne “poor responders”), sono
stati analizzati come di possibile origine genetica. In-
fine, una relazione causale € stata stabilita tra alcune
anomalie cromosomiche e la poliabortivita. In Tabel-
la III sono riassunte le cause genetiche di infertilita
femminile mentre in Tabella IV sono indicati i test
genetici che il Comitato ha suggerito di eseguire.

ANALISI DEL CARIOTIPO

La sindrome di Turner ¢ la pit comune alterazione
cromosomica nelle donne infertili, ma si possono ri-
scontrare con una certa frequenza anche diverse aber-
razioni strutturali autosomiche. La frequenza delle
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Tab. Ill. Classificazione delle cause genetiche di infer-
tilita femminile.

Aberrazioni cromosomiche (omogenee o in mosaico)

Cromosomi sessuali
Sindrome di Turner e disgenesie gonadiche con
bassa statura (45,X; mosaicismi di tipo 45,X/46,XX e
45X/47 XXX; isocromosoma Xq; del(Xq); del(Xp); r(X)
ecc.)
Disgenesie gonadiche con linea cellulare Y
Disgenesia mista (45,X/46,XY)
Disgenesia gonadica 46,XY (Sindrome di
Swyer)
Ermafroditismo vero con linea cellulare Y
Traslocazioni X-autosomiche
47 XXX e mosaicismi
Autosomi
Traslocazioni Robertsoniane
Traslocazioni reciproche
Inversioni

Mutazioni geniche

Legate all'X
Sindrome dell'X fragile (FRAXA)
Sindrome Kallmann
Sindrome da completa insensibilita agli androgeni
Autosomiche
Sindromi genetiche complesse in cui I'infertilita &
una manifestazione minore
Infertilita come manifestazione maggiore
Gene per la subunita  dell’FSH e geni per
i recettori di LH e FSH
Gene per il recettore del GnRH
BPES (blefarofimosi, ptosi, epicanthus
inversus)
Sindrome di Daniys-Drash
Sindrome di Fresier

Aberrazioni cromosomiche confinate agli ovociti

Eta avanzata

anomalie cromosomiche nell’infertilita femminile ¢
variabile in diversi studi, ma si puo stimare intorno al
5%. 11 2,8% delle partner femminili di coppie sottopo-
ste a ICSI presenta alterazioni numeriche dei cromo-
somi sessuali, mentre il 2,1% ha anomalie strutturali
degli autosomi. Il fenotipo delle donne affette da aber-
razioni cromosomiche sessuali € molto variabile, sia
in termini di genitali esterni ed interni che di caratteri-
stiche somatiche. Per esempio, le donne con sindrome
di Turner o altre sindromi con bassa statura e disgene-
sia gonadica possono presentare diversi dismorfismi e
anomalie. Tuttavia, una caratteristica comune di tutte
queste alterazioni cromosomiche ¢ rappresentata da

una disfunzione ovarica primaria (ipergonadotropa)
con amenorrea primaria o secondaria (inclusa la POF)
o oligomenorrea. Per esempio, circa il 30% delle ame-
norree primarie ¢ causato dalla sindrome di Turner.
Inoltre, le aberrazioni strutturali autosomiche possono
causare poliabortivita.

Il Comitato ha suggerito di eseguire I’analisi del ca-
riotipo durante la fase diagnostica delle donne infer-
tili con disfunzione ovarica primaria o poliabortivita.
Questo screening ¢ inoltre obbligatorio nelle donne
candidate a tecniche di riproduzione assistita. Come
per il maschio, 1’analisi del cariotipo dovrebbe esse-
re eseguita dopo un anno di rapporti mirati senza ri-
sultato, poiché anche in questi casi possono esistere
alterazioni del cariotipo (tipo 47,XXX).

SINDROME DELL’X FRAGILE (FRAXA)

Rappresenta la pilt comune causa di ritardo mentale
nei maschi ed & causata dalla espansione della tri-
pletta CGG nell’esone 1 del gene FMRI1 localizzato
in Xq27.3. Nella popolazione generale si riscontra-
no meno di 50 ripetizioni, mentre piu di 200 ripeti-
zioni (mutazione completa) causano il ritardo men-
tale. Una premutazione ¢ definita come 50-200 ripe-
tizioni € puo essere associata con POF in donne per
il resto normali. Infatti, il 15-25% delle donne pre-
mutate sono affette da POF ed il 6,5% delle donne
con POF ha una premutazione FRAXA. Le pazienti
che sviluppano POF frequentemente presentano un
periodo di oligomenorrea con un progressivo au-
mento delle gonadotropine. La premutazione ¢ stata
inoltre associata ad una scarsa risposta ovarica alla
iperstimolazione durante cicli di fecondazione in vi-
tro. E importante notare che la premutazione predi-
spone ad un’ulteriore espansione delle triplette nella
linea germinale e quindi le donne con premutazione
hanno un pit alto rischio di concepire figli con ritar-
do mentale.

Il Comitato ha suggerito di includere questo test nel-
lo screening diagnostico delle donne con oligome-
norrea o amenorrea causata da disfunzione ovarica
primaria (inclusa la POF), sopratutto quando queste
donne devono essere sottoposte a fecondazione assi-
stita. Lo screening di premutazioni dovrebbe anche
essere eseguita in donne apparentemente normali ma
con bassa risposta ovarica alla iperstimolazione in
precedenti cicli FIVET o ICSIL.

GENE KAL1

La sindrome di Kallmann causata dalla mutazione del
gene KAL1 ¢ estremamente rara nelle donne e si pre-
senta con amenorrea primaria ipergonadotropa e ano-
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Tab. IV. Test genetici nell’infertilita femminile.

Amenorrea (primaria
e secondaria,
inclusa la POF)
e oligomenorrea
con ipergonadotropinismo

Ipogonadismo
ipogonadotropo

Apparentemente
normale

Aborti ripetuti

Cariotipo - Durante I'iter diagnostico
- Prima di ART -
FRAXA - Durante I'iter diagnostico -
- Prima di ART -
KAL1 -
CFTR e - -

- Durante l'iter
diagnostico

- Dopo un anno di
rapporti mirati
- Prima di ART
- Prima di ART -
(scarsa risposta ovarica)

- Durante I'iter diagnostico - -

- Prima di ART -

smia. Le donne eterozigoti non hanno anomalie evi-
denti. La sindrome di Kallmann dovrebbe essere so-
spettata quindi solo nelle donne con HH ed in questi
casi dovrebbe essere eseguita I’analisi del gene KALL.

GENE CFTR

Mutazioni del gene CFTR non sono associate sicura-
mente ad infertilita femminile. Tuttavia, le donne af-
fette da fibrosi cistica hanno un aumentato rischio di
complicazioni durante la gravidanza. Vista I’alta pre-
valenza di mutazioni del CFTR nella popolazione
generale e 1’alto rischio di mutazioni del CFTR nei
maschi sottoposti a ICSI, il Comitato ha suggerito di
eseguire il test in tutte le donne candidate a tecniche
di riproduzione assistita.

ALTRE CONDIZIONI

Come per il maschio anche altre condizioni possono
determinare infertilita femminile. Tuttavia, sono

estremamente rare e di scarsa rilevanza clinica per gli
specialisti nel campo della riproduzione. Alcuni
esempi includono le mutazioni del gene per il recet-
tore degli androgeni che causano una completa in-
sensibilita agli androgeni, le sindromi in cui I’inferti-
lita ¢ una manifestazione minore e le sindromi in cui
I’infertilita ¢ una manifestazione maggiore (mutazio-
ni nei geni per i recettori dell’FSH e LH, gene per
FSH, gene per il recettore del GnRH).

E da notare che anche le donne con cariotipo nor-
male producono una percentuale variabile (pilt del
20%) di ovociti con alterazioni cromosomiche.
Questa percentuale aumenta con 1’avanzare dell’eta
in conseguenza di alterati crossing-over e non di-
sgiunzioni meiotiche. Una consulenza genetica ¢
quindi raccomandata anche quando si effettuano
metodiche di riproduzione assistita in donne non
piu giovani.
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9™ Congress

Tel. +49 40 670 882 0

Fax +49 40 670 32 83

E-mail: essm@cpo-hanser.de

Website: www.essm.org

ﬂ 14-7 Dicembre — Clermont-Ferrand, Francia

4™ International Workshop on Epididymis
Tel. +33 473 615188

E-mail: joel.drevet@univ-bpclermont.fr
Website: www.agence-mo.com/epididymis4

o 7-10 Dicembre — Toulouse, Francia

European Association of Andrology
4™ European Congress of Andrology
E-mail: androlog @cict.fr

Website: www.eaacongress2006.cict.fr

% 15-16 Dicembre — Roma

Il maschio e I’amore — Le paure, i miti,
1 sogni, le terapie mediche e psicologiche
Website: www.andrologiaitaliana.it
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Congressi 2007 2™ North American Congress
Tel. +41 22 9080 488
Fax +41 22 7322 850

GENNlo E-mail: aging@kenes.com
Website: www.kenes.com/aging/cssam?2

bt M M N v S 9 16-18 Febbraio — Lisbon, Portugal

01 02 03 04 05 06 I . 1 Soci for Male Health and Gend.
07 08 09 10 1 12 13 nternational Society for Male Health and Gender
%15 16 17 18 19 20 (ISMH) . _
21 22 23 24 25 26 27 5% International Symposium: Addressing the couple:
28 29 30 31 a broader perspective for sexual medicine

Website: www.ismh.org/ismh/english/sympo-
sia_2006.htm
ooy Gemnaio - Ball Indonesia | 9922:25 Febbraio — Orlando, Florida USA

ongress ol the Asia tacillc society Tor the ISSWSH Annual Meeting (International Society for

ISEtudy.lc‘)n Agingzl(\)/{)a;fé@(APIS SAM) d the Study of Women’s Sexual Health)
-mail: apssam urologi.or.i Tel. +1 847 5177 225

website: http://apssam2007.urologi.or.id Fax +1 847 5177 229

E-mail: isswsh@wjweiser.com

Grandangolo 2007 — Un anno di Urologia Website: www.isswsh.org/

Website: www.andrologiaitaliana.it

"%128—30 Gennaio — San Francisco, USA MARZ0

&9 6-9 Febbraio — Dubai

UCSF - CHE

Summit on environmental challenger to reproducti-
ve health and fertility

Tel. +1 415 4762563 bt M M 6 v S

E-mail: wadem@obgyn.ucsf.edu 04 05 06 07 8; 83 (1)3
1 12 13 14 15 16 17
18 19 20 21 22 23 24
FEBBRAIO 5 26 27 2 29 30 31
D L M M 51 :)/2 (5) d% 8-11 Marzo — Roma, Italy
Second World Congress on Gender-Specific Medi-
04 05 06 07 08 09 10 e “The Endocrine I .
1 12 13 14 15 16 17 cine: “The Endocrine Impact
18 19 20 21 2 23 24 Website: www.gendermedicine.com
25 26 27 28

'U' 21-24 Marzo — Berlino, Germania
European Association of Urology
22" Annual Congress
E-mail: EAU@uroweb.org

Pan Arab Society for Sexual Medicine Website: www.uroweb.org

3" Biannual Conference

Tel. 202 303 3238

Fax 202 380 3072

E-mail: info@passm.org
Website: www.passm.org/dubai

8-10 Febbraio — Montreal, Canada
ISSAM (International Society for the Study of the
Aging Male)
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I 29 Aprile — 3 Maggio: Durban, Sud Africa

Congressi 179

APRILE 'U’ 19-24 Maggio — Anaheim, USA

102" Annual Meeting of the American Urological
Association (AUA)

D L M M G v S 1120 North Charles Street

01 02 03 04 05 06 07 Baltimore, Maryland 21201-5559, USA

08 09 10 1 12 13 14 Tel. +1 40122 34308

15 16 17 18 19 20 21 E-mail: convention @auanet.org
22 23 24 25 26 27 28 Website: www.auanet.org
29 30

GIuGNO

15-19 Aprile — Sydney, Australia
World Association for Sexual Health (WAS)

18" Congress
Tel. +61 2 93 68 12 00 D L M M G \% S
Fax +61 293 68 15 00 01 02

E - @i li 03 04 05 06 07 08 09
-mail: was @iceaustralia.com 10 1 12 13 14 15 16
Website: www.sexo-sydney-2007.com 17 18 19 20 21 2 23

24 25 26 27 28 29 30

18-24 Aprile — New Orleans, Louisiana

32" Congress of American Society of Andrology
(ASA)

E-mail: info@andrologysociety.com

Website: www.andrologysociety.com/meetings

20-23 Giugno — Verona
~ Societa Italiana di Endocrinologia
32° Congresso Nazionale
Website: www.societaitalianadiendocrinologia.it

International Federation of Fertilita Societies (IFFS)
19" World Congress

Tel. +27 31 3321 451

E-mail: pda@iafrica.com

Website: www.iffs2007.org.za/

9J 21-24 Giugno - Dallas, USA
AUA Annual Review Course
E-mail: registration @auanet.org
Website: www.auanet.org

MAcelo LuGLio

D L M M G \% S
D L M M N v S 01 02 03 04 05 06 07

01 02 03 04 05

08 09 10 1 12 13 14
06 07 08 09 10 1 12

15 16 17 18 19 20 21
13 14 15 16 7 18 19 22 23 24 25 26 27 28
20 21 22 23 24 25 26 59 30 3
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9-12 Maggio — Bali, Indonesia

Asia Pacific Society for Sexual Medicine (APS-
SAM)

E-mail: apssam2007 @urologi.or.id

Website: http://apssam2007.urologi.or.id

ﬂl 1-4 Luglio — Lyon, France
~ European Society for Human Reproduction (ESH-
RE)
23" Annual Meeting
Website: www.eshre.com

! 11-12 Maggio — Peschiera del Garda

Varicocele ed Infertilita dalla prevenzione alla terapia
L’importanza di una sinergia tra pediatra di libera
scelta, medico di medicina generale e specialista.
Website: www.andrologia italiana.it
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LA TERAPIA MEDIANTE ONDE D’URTO EXTRACORPOREE NEL
TRATTAMENTO DELLA MALATTIA DI LA PEYRONIE:
RISULTATI DI UNO STUDIO MULTICENTRICO RANDOMIZZATO
VERSUS VITAMINA E

A. Moiso, R. Vella, E. Uberti, G. Camana, P. Carbone, A.
Tamagnone, D. Randone, O. Sedigh, U. Ferrando, G. Del
Noce, M. Laudi, A. Serao, P. Gontero, B. Frea, G. Fontana

Domanda 1: Quale delle possibili origini eziopatogene-
tiche possono essere corrette parlando di Malattia di La
Peyronie?

a) Genetico-familiare
b) Traumatica-ischemica
c) Tutte le precedenti sono corrette

Domanda 2: La terapia medica locale con corticosteroi-
di intraplacca é consigliabile?

a) Indipenedentemente dalla storia naturale della malattia
b) Solo nella fase acuta
c) Tutte le precedenti risposte sono corrette

Domanda 3: In una paziente affetto da Malattia di La
Peyronie in fase stabilizzata da oltre un anno, con cur-
vatura inferiore ai 50° in senso dorsale e senza convol-
gimento del setto, la terapia chirurgica preferibile sa-
rebbe?

a) Chirurgia di placca (incisione) con graft autologo o
eterologo

b) Corporoplastica di raddrizzamento (“tunical shorte-
ring”)

¢) Discussione con il paziente circa aspettative, pre-
senza/assenza di deficit erettile, ed orientamento
verso una corporoplastica tipo ‘“tunical shortering”

d) Nessuna delle precedenti

e) Tutte le precedenti sono corrette

Domanda 4: Qual é la base fisica che regola il meccani-
smo di una terapia con onde d’urto per il trattamento
della Induratio Penis Plastica (IPP)?

a) Cavitazione
b) Implosione di bolle gassose nel tessuto
c) Tutte le precedenti risposte sono corrette

Domanda 5: Un valore pari al 7,1% puo essere un dato
di prevalenza accettabile per la Malattia di La Peyronie?

a) Si, sempre

b) Si, ma solo considerando una fascia di eta compre-
sa trai 50 ed i 69 anni di eta

¢) No, mai

DIFFERENCES IN PENILE HEMODYNAMIC RESPONSES
AFTER SHORT-TERM TREATMENTS FOR ORGANIC ERECTILE
DYSFUNCTION

R. Bruzziches, E.A. Greco, M. Pili, G. Spera, A. Aversa

Domanda 1: La terapia a breve termine (3 mesi) della
DE di origine organica con iniezione intracavernosa di
alprostadil (2 somministrazioni/settimana):

a) Migliora i parametri emodinamici penieni ma non la
funzionalita erettiva ed il grado di soddisfazione ses-
suale globale

b) Migliora i parametri emodinamici penieni, la fun-
zionalita erettiva ed il grado di soddisfazione ses-
suale globale

¢) Migliora i parametri emodinamici penieni, la funzio-
nalita erettiva ed il grado di soddisfazione sessuale
globale, soltanto se associato ad un inibitore della
PDES

d) Migliora i parametri emodinamici penieni, la funzio-
nalita erettiva ed il grado di soddisfazione sessuale
globale in maniera sovrapponibile ad un inibitore del-
la PDES assunto con le stesse modalita

Domanda 2: Il possibile meccanismo biochimico re-
sponsabile dell’effetto riabilitativo dell’iniezione intra-
cavernosa di alprostadil sull’endotelio dei corpi caver-
nosi:

a) Si identifica con una sovra-regolazione dell’espressio-
ne della ossido nitrico sintetasi con conseguente au-
mento del rilascio di ossido nitrico, attraverso un mec-
canismo mediato dal cAMP

b) Si identifica con una sovra-regolazione dell’espressio-
ne della ossido nitrico sintetasi con conseguente au-
mento del rilascio di ossido nitrico, attraverso un mec-
canismo mediato dal cGMP

c¢) Si identifica con un incremento dell’espressione di un
fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF)

d) a+c

Domanda 3: La terapia della DE di origine organica con
iniezione intracavernosa di alprostadil:

a) Puo essere intrapresa in pazienti con DE di origine or-
ganica non responsivi al sildenafil o nei casi in cui
questa classe di farmaci ¢ controindicata

b) Puod essere intrapresa in pazienti con DE di origine or-
ganica, inizialmente non responsivi al sildenafil, can-
didati ad un successivo trattamento con inibitori delle
PDES

c) a+b

d) In associazione al sildenafil 100 mg mostra una rispo-
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sta erettiva migliore rispetto alla sola iniezione intraca-
vernosa di alprostadil

Domanda 4: La somministrazione di fentolamina 1 mg
in associazione ad alprostadil nell’esecuzione di un
ecocolordoppler penieno dinamico (CDU):

a) Halo scopo di potenziare la risposta erettile e di mi-
gliorare la sensibilita diagnostica dell’esame

b) Ha funzione analgesica

¢) La fentolamina ¢ un a-bloccante con azione inibitoria
sui recettori a-1 adrenergici

d) La fentolamina ¢ un a-bloccante con azione inibitoria
sui recettori a-2 adrenergici

Domanda 5: L’International Index of Erectile Function
(HEF):

a) Valutano il grado di soddisfazione sessuale globale

b) Si riferiscono rispettivamente alla capacita di otte-
nere una erezione valida per la penetrazione e a
mantenere l’erezione fino al completamento del
rapporto sessuale

¢) Fanno riferimento al grado di desiderio sessuale del
paziente

d) Siriferiscono rispettivamente alla capacita di mantene-
re I’erezione fino al completamento del rapporto ses-
suale e di ottenere una erezione valida per la penetra-
zione

ESPLORAZIONE MICROCHIRURGICA DEL TESTICOLO PER IL
TRATTAMENTO “TESTIS SPARING” DELLE LESIONI
TESTICOLARI IPOECOGENE NON PALPABILI

L. Rolle, M. Timpano, A. Tamagnone, P. Destefanis, C.
Fiori, A. Bosio, C. Ceruti, C. Negro, P. Fauciglietti, D.
Fontana

Domanda 1: Le lesioni ipoecogene testicolari:

a) Sono sinonimo di lesioni benigne

b) Devono essere sicuramente asportate per il rischio di
degenerazione maligna

¢) Non hanno interpretazione univoca, rendendo cosi
consigliabile I’esplorativa chirurgica, possibilmente
associata ad esame istologico estemporaneo

d) Vanno considerate benigne o maligne a seconda della
dimensione

Domanda 2: L’esame istologico estemporaneo al con-
gelatore:

a) E in grado di discriminare lesioni benigne da lesioni
maligne e pud pertanto essere utilizzato per orientare il
chirurgo nella scelta di un trattamento conservativo

b) Non ¢ da eseguire, in quanto non ¢ accurato nel rico-
noscere le lesioni maligne

c) Presenta un’accuratezza sovrapponibile all’esame isto-
logico definitivo nel riconoscere lesioni maligne
d) Risposte A e C

Domanda 3: L’approccio micro-chirurgico testis spa-
ring:

a) Rappresenta la metodica di I scelta per qualunque tipo
di lesione testicolare

b) Consiste nell’identificare con I’ausilio del microsco-
pio operatore aree testicolari non palpabili rilevate
all’ecografia, selettivamente escisse, cosi da rispar-
miare il parenchima circostante sano

c) Consente di evitare sempre 1’orchifunicolectomia

d) Non puo essere mai utilizzato per lesioni sicuramente
maligne

Domanda 4: L’accesso al testicolo per I’esplorazione
microchirurgica del parenchima va effettuato:

a) Con incisione scrotale

b) Con incisione inguinale, in modo da poter isolare e
clampare il funicolo spermatico, in caso di lesioni
maligne

c) Scrotale o inguinale a seconda della probabilita di tro-
varsi di fronte ad una lesione benigna o maligna

d) Nessuna delle precedenti

Domanda 5: Alcuni tra i vantaggi della microchirurgia
testis sparing sono costituiti da:

a) La possibilita di eseguire un contestuale prelievo mi-
crochirurgico (Micro-TeSE) di spermatozoi da destina-
re a tecniche di procreazione medicalmente assistita in
pazienti azoospermici

b) La possibilita di risparmiare parenchima testicolare sa-
no e di conseguenza le funzioni endocrina e riprodutti-
va in pazienti monorchidi

¢) Ridurre al minimo le complicanze intra- e post-opera-
torie legate ad un approccio macroscopico

d) Tutte le precedenti

L’ECOGRAFIA NELLA DIAGNOSTICA DELLE LESIONI
ESPANSIVE SCROTALI

L.M. Sarteschi, N. Dinelli, G. Morelli, F. Menchini Fabris,
G.F. Menchini Fabris

Domanda 1: Il tumore del testicolo rappresenta la piu
comune lesione maligna del maschio in eta compresa
frai:

a) 65-85 anni
b) 15-34 anni
¢) 35-64 anni
d) 5-14 anni
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Domanda 2: L’attuale probabilita di guarigione in caso
di neoplasia testicolare & del:

a) 95%
b) 10%
c) 50%
d) 70%

Domanda 3: Il criptorchidismo comporta un rischio
neoplastico rispetto alla popolazione generale:

a) Di circa quattro volte superiore
b) Non diverso

¢) Leggermente superiore

d) Dieci volte superiore

Domanda 4: 1l ruolo degli ultrasuoni nella diagnostica
del tumore testicolare é:

a) Valutare il valore T

b) Stadiare il tumore

c¢) Confermare la localizzazione testicolare di una le-
sione e caratterizzarla strutturalmente

d) Confermare la localizzazione strutturale e dirimere tra
masse benigne e maligne

Domanda 5: La microlitiasi testicolare

a) E sicuramente una condizione predisponente allo svi-
luppo di una neoplasia di tipo non seminomatoso

b) E sicuramente una condizione predisponente allo svi-
luppo di una neoplasia di tipo seminomatoso

¢) Non ha nessun rapporto con lo sviluppo di neoplasie

d) La sua relazione con lo sviluppo di neoplasia testi-
colare rimane un tema controverso

Domanda 6: Di fronte al rilevamento di un micronodulo
solido intratesticolare I’atteggiamento piui prudente é:

a) Seguirlo nel tempo con ecografia

b) Controllarlo con risonanza magnetica

¢) Eseguire un agoaspirazione ecoguidata

d) Fare esplorazione chirurgica con guida ecografica
con diagnosi istologica estemporanea



