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1. INTRODUZIONE

La sindrome di Klinefelter descritta per la prima volta nel 1942 da Harry F. Klinefelter,
e una malattia genetica, che colpisce gli individui di sesso maschile, caratterizzata da
alta statura, proporzioni del corpo eunucoide, incompleto sviluppo dei caratteri sessuali
maschili primari e secondari, ginecomastia, testicoli dalle dimensioni ridotte,
azoospermia ed aumento dei livelli ormonali di FSH. La sindrome é causata da un
aneuploidia congenita dei cromosomi sessuali e nell’80% 1 pazienti presentano il
cariotipo 47, XXY mentre i restanti casi hanno un piu alto grado di aneuploidie,
mosaicismo o strutture anormali del cromosoma X (Lanfranco et al., 2004). La
prevalenza della sindrome di Klinefelter (KS) € compresa tra 1/500 e 1/1000 e viene
considerata la principale causa genetica di infertilita maschile (Bojesen et al., 2003),
responsabile del 10-15% delle oligospermie severe e azoospermie non ostruttive. Nei
soggetti KS si verifica, infatti, la degenerazione dei tubuli seminiferi che inizia prima
della puberta e porta, nella maggior parte dei casi, alla completa ialinizzazione dei
tubuli seminiferi nell’adulto, anche se in alcuni soggetti KS adulti possono essere
presenti alcuni tubuli funzionali (Aksglaede et al 2006). Sebbene la maggioranza dei
soggetti KS siano azoospermici e quindi sterili, sono stati descritti, in letteratura casi di
oligozoospermia severa e criptozospermia in pazienti di eta inferiore ai 24 anni (Forti et
al, 2006).

Diversamente dalle trisomie autosomiche che hanno un’origine paterna soltanto nel
10% dei casi, il cromosoma X soprannumerario dei pazienti KS origina nel 50% dei casi
da una non disgiunzione paterna (Thomas and Hassold, 2003). L’ XXY di origine
materna puo essere causato da una non-disgiunzione durante la prima e la seconda
divisione meiotica oppure durante le divisioni mitotiche precoci post zigotiche mentre si
verifica lo sviluppo dello zigote. L” XXY paterno invece, origina soltanto da errori
durante la meiosi I; la non disgiunzione paterna durante la meiosis Il porterebbe infatti
alla formazione di zigoti XXX e XYY ( Lanfranco et al, 2004) La grande maggioranza
dei casi Klinefelter con origine paterna deriva quindi da eventi di non disgiunzione
durante la meiosi I, anche se sono stati descritti casi di separazione prematura dei
cromatidi fratelli durante la meosi I. (Tuttelmann et al 2010)

E’ stato ipotizzato che le delezioni e i riarrangiamenti del cromosoma Y potessero avere

un ruolo nel mancato appaiamento dei cromosomi e indurre una maggiore frequenza



degli eventi di non disgiunzione (Rajpert et al.,2011). In accordo con questa ipotesi e
stato dimostrato che la microdelezione della regione AZFc (b2/b4) & associata con
elevata percentuale di spermatozoi nullisomici e con disomia XY e conseguente rischio
dopo ICSI della nascita di bambini 47XXY (Ferlin et al.,2007).
Le microdelezioni del cromosoma Y rappresentano la causa genetica piu frequente di
infertilita maschile, con una prevalenza del 10-15% tra i soggetti affetti da azoospermia
non ostruttiva o grave oligozoospermia (<5mil sperm/ml) (Foresta et al., 2001). Molto
raramente si riscontrano microdelezioni nei soggetti con numero di spermatozoi >5mil
sperm/ml e mai nei soggetti normozoospermici.
Diversi studi hanno indagato I’incidenza delle microdelezioni del cromosoma Y nei
pazienti KS. Alcuni autori hanno rilevato un’associazione tra le microdelezioni del
cromosoma Y e la sindrome KS, (Mitra et al., 2006; Hadjkacem-Loukil et al., 2009;
Ceylan et al., 2010, Li et al., 2015) mentre altri appaiono in contrasto con questo dato,
non evidenziando alcuna associazione tra le due alterazioni genetiche (Tateno et al.,
1999; Lee et al., 2000; Ambasudhan et al., 2003; Choe et al., 2007; Balkan et al., 2008;
Behulova et al., 2011, Simoni et al 2008, Rajpert-De Meyts et al. 2011, Zhang et al
2013)
Altro aspetto molecolare importante & I’inattivazione di uno dei due cromosomi X
durante lo sviluppo in questi pazienti. In questi pazienti circa il 15% dei geni del
cromosoma X sfugge alla normale inattivazione epigenetica inducendo una
overespressione genica. Tale modificazione epigenetica potrebbe essere considerata la
base genetica del fenotipo del Klinefelter. (Berletch et al.,2010). La grande variabilita
fenotipica che si verifica in pazienti con sindrome di Klinefelter, infatti, puo essere
causata da diversi fattori quali polimorfismi genetici o effetti epigenetici che possono
influenzare I’inattivazione del cromosoma X. Si puo ipotizzare, quindi, che il fenotipo
dei pz con Sindrome di Klinefelter potrebbe essere influenzato da:

1- un eccessivo dosaggio dei geni legati al cromosoma X causato da una alterata

inattivazione genica (Carrel et al., 2005).

2- diverso grado di mosaicismo 46,XY

3- origine parentale del cromosoma X soprannumerario (litsuka et al.,2001)

4- funzione alterata dei geni che codificano per gli androgeni in quanto livelli

subnormali portano a difetti di sviluppo testicolare (Lahlou et al., 2004).



Per quanto riguarda I’ipotesi della modificazione dell’inattivazione genica ¢ da
sottolineare che alcuni autori hanno evidenziato che 1’inattivazione casuale di una delle
due X potrebbe mascherare il fenotipo derivante da mutazioni recessive collegate al
cromosoma X (litsuka et al.,2001, Yoshioka et al.,1998). Nei mammiferi con piu di un
cromosoma X, i geni di uno dei due cromosomi X non vengono espressi: gquesto
fenomeno & noto come inattivazione del cromosoma X e si verifica nei maschi XXY
cosi come nelle normali femmine XX (Chow JC et al,, 2005). L'inattivazione del
cromosoma X € un processo biologico che consiste nella disattivazione (perdita di
funzione) di uno dei due cromosomi sessuali X presenti nelle loro cellule. Tale
cromosoma viene “silenziato”, ovvero reso inerte dal punto di vista trascrizionale,
tramite impacchettamento in un‘unita densa di eterocromatina a formare una struttura
inerte definita corpo di Barr; il risultato di tale processo & un‘attenuata espressione, in
tutte le cellule, dei geni portati dai cromosomi X, e dei fenotipi da essi manifestati.

Il gene deputato a tale processo e XIST (X inactive specific transcript), che trascrive un
RNA espresso solo dal cromosoma inattivato e che non codifica per alcuna proteina.
Agisce sul centro di inattivazione dell’X (Xic, X inactivation center) e non & espresso
nel maschio con cariotipo normale (46, XY). Ognuno dei due cromosomi X dei maschi
con sindrome di Klinefelter hanno la medesima probabilita di venire attivati, ma non
tutti i geni vengono silenziati: il 15% rimane in duplice copia biallelica (Aksglaede et
al., 2006; Wikstrom et al .,2004) e si ipotizza che la iperespressione di questi geni sia
responsabile del fenotipo della sindrome.

In particolare il gene del recettore degli androgeni (AR), membro della super famiglia
dei recettori nucleari, & regolato dai livelli di testosterone ed & oggetto di diversi studi
genetici. Il gene AR ¢é localizzato sul cromosoma X in posizione Xql1-12, codifica per
un fattore di trascrizione ligando dipendente, e contiene una sequenza ripetuta
polimorfica CAG nell’esone 1 codificante un tratto di poli-glutammina. L’estrema
variabilita del numero delle ripetizioni determina la differente lunghezza del tratto nel
dominio di trans-attivazione N-terminale (Zinn et al., 2005; Tirabassi et al., 2013;
Francomano et al., 2013). Il numero di ripetizioni CAG puo variare da 9 a 36 con
variazioni tra le differenti etnie e gruppi razziali; infatti negli uomini caucasici sono
presenti in media 21 ripetizioni, negli afro-Americani 18 e negli uomini asiatici 22

ripetizioni (Edwards et al., 1992). (Tirabassi et al., 2015). Nella donna quando il



processo di inattivazione della X non avviene correttamente, puo verificarsi
I’inattivazione non randomica degli alleli per il recettore degli androgeni (AR) con
conseguente aumento dell’attivita degli androgeni e irsutismo e ovaie policistiche
(Calvo et al.,2000; Vottero et al., 1999). Mutazioni del gene nell’uomo sono associate a
vari disordini tra cui la sindrome dell’insensibilita completa agli androgeni (Sills et
al.,2002), disturbi dei neuroni motori e cancro della prostata (MacLean et al.,1995).

E stata dimostrata una relazione inversa tra il numero di ripetizioni nel tratto CAG e la
trascrizione della proteina AR: sequenza piu lunghe sono associate a una ridotta
capacita trascrizionale con conseguente riduzione del meccanismo del feedback
androgeno dipendente (Bogaert et al., 2009).

Diversi possono essere i target sotto il controllo del recettore degli androgeni in uomini
eugonadici: dimensione della prostata (Giovannucci et al.,1999), concentrazione dei
lipidi, dell’insulina e della leptina (Zitzmann et al., 2003), funzioni endoteliali
(Zitzmann et al.,2001), densita dell’osso (Zitzmann et al., 2001; Chen et al., 2003),
sviluppo cognitivo (Seidman et al., 2001; Harkonen et al., 2003) e concentrazione degli
spermatozoi (Von Eckardstein et al.,2001). Il rischio di insorgenza del cancro alla
prostata risulta aumentato in pazienti con ripetizioni piu corte (Ntais et al., 2003).

Alla luce di tutto cid scopo della mia tesi e stato quello di svolgere uno studio
molecolare su pazienti affetti da Sindrome di Klinefelter, ed in particolare:

1- STUDIO 1 - identificare I’incidenza delle microdelezioni del cromosoma Y in
pazienti con Sindome di Klinefelter nella popolazione caucasica al fine di
determinare se tale delezione possa aumentare il rischio di aneuploidie
cromosomiche e possa avere un impatto nella gestione e nello screening
genetico di questi pazienti. Al fine di valutare I’entita di tale alterazione genica
nei KS abbiamo confrontato 1’incidenza delle microdelezioni del cromosoma Y
in pazienti KS rispetto ai pazienti con azoospermia non ostruttiva (NOA).

2- STUDIO 2 — analizzare la lunghezza delle ripetizioni CAG e se la variazione di

tale polimorfismo possa influenzare il diverso fenotipo in tale sindrome



2-STUDIO 1

Valutazione dell’incidenza delle microdelezioni in pazienti Klinefelter

3- MATERIALI E METODI

3.1- Pazienti

Ho effettuato 1’esame del liquido seminale e lo studio delle microdelezioni del
cromosoma Y in 118 pazienti con sindrome di Klinefelter (eta media 26.7 + 9.5) e 429
pazienti affetti da azoospermia non ostruttiva (NOA) (eta media 33.4 + 8.4) che si sono
presentati presso il Laboratorio di Seminologia-Banca del seme “Loredana Gandini”,
Dipartimento di Medicina Sperimentale dell'Universita di Roma "La Sapienza" per
infertilita. 8 pazienti KS sul totale di 118 si sono sottoposti all’intervento chirurgico di
TESE per la ricerca di spermatozoi nel testicolo. Lo studio & stato approvato dal
Comitato Etico del Policlinico Umberto I-Universita di Roma “La Sapienza”. Il
consenso informato scritto e stato ottenuto da tutti i partecipanti allo studio.

3.2- Analisi seminale

I campioni seminali sono stati raccolti attraverso masturbazione dopo un periodo di
astinenza sessuale compreso tra 3-5 giorni. Tutti i campioni sono stati fatti fluidificare a
37°C for 60 min e sono stati poi valutati in base alle Linee guida del WHO (2010). Sono
state prese in considerazione le seguenti variabili: volume dell'eiaculato (mL), pH,
concentrazione spermatica (N x 10° / mL), numero totale di spermatozoi (N x 10° per
eiaculato), motilita progressiva (%) e morfologia (% di forme anormali). Nei casi di
azoospermia i campioni sono stati centrifugati a 4000 rpm per 10 minuti ed e stato
valutato tutto il pellet. La presenza delle cellule germinali e stata valutata dopo la
colorazione May-Grunwald Giemsa

3.3- Biopsia testicolare

Gli spermatozoi testicolari sono stati ottenuti mediante la biopsia testicolare (TESE). Il
tessuto testicolare € stato posto in piccolo piastre Petri contenenti Sperm Washing
Medium (Irvine Scientific, USA) ed é stato micro-dissezionato meccanicamente
attraverso 1’uso di vetrini per il microscopio sterili. La presenza degli spermatozoi
all’interno della piastra petri ¢ stata valutata utilizzando il microscopio invertito (LEICA
DMIL LED) al 400x di ingrandimento. Quando sono stati rivenuti spermatozoi il

campione é stato crioconservato per usi futuri.



3.4- Screening delle microdelezioni cromosoma Y

Tutti i pazienti sono stati sottoposti allo screening delle microdelezioni del cromosoma
Y.

Il DNA genomico é stato estratto da leucociti di sangue periferico utilizzando il Kit di
estrazione Wizard Genomic secondo le istruzioni del produttore (Promega Corporation
Madison, WI, USA). La concentrazione e la purezza del DNA ¢é stata determinata
utilizzando il NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Le microdelezioni del braccio lungo del cromosoma Y sono state studiate mediante
PCR, utilizzando un set di primer sequenza sito specifica (STS), i quali amplificano
I’AZFa, AZFb e I’ AZFc del cromosoma Y; sY86, USP9Y e DBY per AZFa; sY127,
sY142 e RBM per AZFb; sY158, sY254 e sY255 per AZFc. SRY e ZFX/ ZFY sono
stati utilizzati come controlli interni positivi. II DNA genomico é stato estratto da un
uomo fertile e una donna che vengono utilizzati come controllo esterno. | primer sono
stati prodotti dalla Eurofins Genomics (Milano Italia). STS sono considerati deleti a
seguito di tre amplificazioni fallimentari.

Le variabili continue sono presentate come media e DS. Le variabili categoriche sono
presentate come percentuali. Le differenze sono state valutate con il test esatto di Fisher.
A two tailed p value <0.05 é considerato statisticamente significativo. Le analisi sono

state condotte utilizzando il programma Graph Pad Prism 6.

4- RISULTATI

4.1- Analisi seminale

Sono stati studiati 547 pazienti, di cui 118 Klinefelter (2 mosaici € 116 non mosaici) e
429 NOA con cariotipo normale. Su tutti 1 pazienti ¢ stato eseguito I’esame del liquido
seminale. Dei 118 Klinefelter, 2 pazienti sono risultati criptozoospermici, 2 con
spermatozoi nell’eiaculato mentre i restanti tutti azoospermici. Le medie e DS delle

caratteristiche seminali dei pazienti azoospermici sono schematizzate nella Tabella 1.



Tabella 1 Caratteristiche seminali dei pazienti NOA e dei pazienti Klinefelter azoospermici

Pazienti Eta (anni) Volume (mL) pH Cellule germinali
NOA
334 +84 3+14 74 +£0.2 22%
(N=429)
KS
26.7+95 1.8+1.2 75+0.2 4.4%
(N=114)
p value <0.001 <0.001 ns <0.001

Nei pazienti KS volume seminale era statisticamente ridotto rispetto al gruppo di
pazienti NOA (p<0.001), come anche la percentuale di cellule germinali nel liquido
seminale dei pazienti KS vs NOA (p<0.001) (4.4% vs 22%) p<0.001.

Tra gli 8/118 pazienti KS che si sono sottoposti alla biopsia testicolare, sono stati

recuperati spermatozoi in 3 pazienti.

4.2- Analisi delle microdelezioni nei NOA

Dall’analisi delle microdelezioni del cromosoma Y, 46/429 pazienti NOA sono risultati
deleti nella regione AZF, con una percentuale di delezione pari a 10,7 %. 8 pazienti
avevano una delezione AZFa+b+c; 6 pazienti erano deleti nell'AZF b+c, 4 pazienti nella
regione AZFa, 8 pazienti nella regione AZF b e 20 pazienti nella regione AZFc (Tabella
2).

Tabella 2. Localizzazione delle microdelezione del cromosoma Y (AZF a,b,c) in pazienti NOA (N=429)

L Frequenza
N pazienti con o AZFa AZFb AZFc
. o delle delezioni
microdelezioni AZF SY86 USP9Y DBY SY127 SY142 RBM | SY158 SY254 SY255
8 1.9% X X X
6 14% X X
4 0.9 % X
8 1.9% X
20 4.6 % X
Tot 46/429 10,7 %



4.3- Analisi delle microdelezioni in KS

1/118 ha rilevato una la delezione completa della regione AZFc con una percentuale di
delezione pari al 0.8 %.

Tale paziente deleto era non-mosaico KS e all’esame del liquido seminale era
azoospermico.

L’incidenza di microdelezione nei pazienti KS ¢ risultata significativamente piu bassa

rispetto a quella osservata per i pazienti NOA (p<0.001).

5- DISCUSSIONE

La sindrome KS & una anomalia cromosomica osservata nell’'uomo con una frequenza
dello 0.1-0.2% nella popolazione maschile. Nella popolazione infertile maschile, la
prevalenza dei KS risulta ancora piu alta, da un 3% fino ad un 13% in pazienti
azoospermici (Van Assche et al 1996; Vincent et al. 2002) e per tale motivo la sindrome
KS ¢ la piu frequente causa genetica dell’azoospermia.

Dall’esame del liquido seminale effettuato in pazienti KS ¢ NOA abbiamo trovato che
nei pazienti KS azoospermici sono presenti in maniera minore (4%) cellule germinali
nel liquido piuttosto che nei NOA (22%), in accordo con il progressivo quadro di
alterazione del tessuto testicolare e degenerazione delle cellule germinali caratteristico
dei pazienti KS (Aksglaede & Juul 2013, Lin YM et al., 2004). Inoltre in accordo con
quanto descritto in letteratura, nei pazienti KS abbiamo osservato una riduzione del
volume seminale (Aksglaede et al 2009).

E stato precedentemente riportato che la spermatogenesi dei pazienti KS pud declinare
con l’eta (Emre et al., 2006; Ichioka et al., 2006). La probabilita di ottenere
spermatozoi nell’eiaculato ¢ maggiore se il seme € stato raccolto in KS adolescenti
prima che avvenga la distruzione dell’epitelio germinativo che si verifica a meta della
puberta (Aksglaede et al 2009).

Nella nostra casistica, due pazienti KS sono risultati criptozoospermici, due
presentavano spermatozoi nell’eiaculato e in tre pazienti sono stati recuperati

spermatozoi nel testicolo attraverso TESE e la media dell’eta di questi pazienti era di



24,7 anni. Inoltre I’eta media dei pazienti TESE positivi (N=3) era 17.3 anni rispetto ai
pazienti TESE negativi (N=5), era pari a 26,6 anni.

Per quanto riguarda I’origine delle aneuploidie nei pazienti con KS sono state fatte
diverse ipotesi. E’stata dimostrata un’associazione tra ricombinazione aberrante e
aumento dell’eta materna, mentre 1’ipotesi di un’associazione tra XXY di origine
paterna e I’eta paterna rimane tuttora materia di dibattito. (Maiburg et al 2012)

Altre ipotesi hanno preso in considerazione le regioni PAR. Entrambi i cromosomi
sessuali contengono queste brevi regioni di omologia dette regioni pseudoautosomiali
(PAR) in quanto si comportanno come autosomi e ricombinano durante la meiosi
(Helena Mangs and Morris, 2007) durante la meiosi maschile i cromosomi X e Y (per
larga parte non omologhi) si accoppiano in corrispondenza delle estremita delle loro
braccia corte e lunghe, le cosidette regioni pseudoautosomiali 1 e 2 (PAR1 and PAR?2).
Mentre la regione PARL1 si estende per 2.6 Mb lungo le estremita delle braccia corte di
entrambi i cromosomi X e Y, PAR2 si estende per 320 kb le estremita delle braccia
lunghe (Freije et al., 1992, Rappold, 1993).

E’ stato ipotizzato che delezioni nelle regioni PAR potessero interferire con la
ricombinazione meiotica e quindi essere la causa degli eventi di non disgiunzione nei
casi dei Klinefelter di origine paterna. Per0, tale ipotesi non sembra essere stata
confermata dallo studio di Thomas et al. (2000) che non ha individuato nessuna
associazione tra le delezioni PAR1 e I’assenza di ricombinazione in uomini Klinefelter
(Thomas et al 2000).

Anche la presenza di altre delezioni sul braccio lungo del cromosoma Y in uomini KS,
come le delezioni delle regioni AZF, sono state oggetto di interesse. Infatti, € stato
ipotizzato che tali delezioni potessero interferire con la meiosi durante la
ricombinazione dei cromosomi sessuali e quindi incrementare la frequenza di non
disgiunzione.

Il ruolo delle microdelezioni del cromosoma Y nell' infertilita maschile e noto da tempo
ed e stato ampiamente dimostrato che le microdelezioni del braccio lungo del
cromosoma Y sono associate con difetti della spermatogenesi (van der Ven et al.,1997;
Foresta et al.,1998; Dada et al., 2002; Thangaraj et al., 2003; Chiang et al., 2004). La
microdelezione della regione AZF puo avvenire a livello di 3 subregioni dell’AZF

(AZFa, AZFb, AZFc), e a seconda della subregione deleta, ne conseguono diversi



quadri di spermatogenesi (Li et al., 2008; Wang et al., 2010). Per esempio la
microdelezione in AZFa é associata a sindrome solo cellule del Sertoli, mutazioni in
AZFb indicano arresto della spermatogenesi a livello della meiosi I, mentre mutazioni
in AZFc sono state associate a ipospermatogenesi con progressione a severe
azoospermia or severa oligospermia (Ferras et al., 2004; Foresta et al., 2005; Zhou et
al., 2006; Arruda et al., 2007; Wang et al., 2010; Behulova et al., 2011). La frequenza
delle microdelezioni del cromosoma Y nei pazienti azoospermici non ostruttivi si attesta
intorno al 10%. (Foresta et al 2001).

| pazienti KS possono avere microdelezioni a carico del braccio lungo del cromosoma Y
anche se resultati conflittuali sono stati riportati riguardo la prevalenza di tali delezioni
nei pazienti KS. Infatti alcuni studi hanno rivelato un aumento delle microdelezioni
dell’AZF in pazienti KS azoospermici, suggerendo che tali delezioni potessero giocare
un ruolo nel background genetico per il fenotipo dei KS (Mitra et al., 2006; Hadjkacem-
Loukil et al., 2009; Ceylan et al., 2010, Li et al., 2015). Atri gruppi , invece, non hanno
trovato alcuna associazione tra questi due disordini genetici (Tateno et al., 1999; Lee et
al., 2000; Ambasudhan et al., 2003; Choe et al., 2007; Balkan et al., 2008; Behulova et
al., 2011 Simoni et al 2008, Rajpert-De Meyts et al. 2011, Zhang et al 2013).

Mitra et al (2006) hanno riscontrato una elevataincidenza di microdelezioni del
cromosoma Y nei pazienti KS. Delezioni combinate dell’AZFa e AZFb sono infatti
state riscontrate nel 28,6% dei pazienti, ovvero in 4 dei 14 KS patients indiani studiati.
L'analisi del cariotipo e la FISH hanno rilevato un assetto cromosomico 47XXY/46XY
in 3 dei 4 Klinefelter mentre Tlaltro paziente deleto aveva un assetto
A6XY/ATXXYIA8XXXY/A8XXYY.

Anche Hadjkacem et al (2009) hanno dimostrato una forte associazione tra la sindrome
di Klinefelter e le delezioni dell’AZF. Lo studio, infatti, ha identificato la delezione
parziale nelle tre regioni dell’AZF in 3 pazienti Klinefelter su 9 mentre in 3 pazienti &
stata riscontrata la delezione totale delle tre zone dell’AZF, con una frequenza pari a
circa il 67%.

La delezione della sola regione AZFc é stata, invece, osservata in uno studio successivo
condotto su 14 pazienti KS di origine turca, con una percentuale di delezione pari al
35,7%. (Ceylan et al 2010).
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Percentuali molto inferiori di delezione del cromosoma Y nei pazienti KS sono state
ottenute, invece, da Simoni et al. (2008) che hanno individuato in una casistica piu
ampia di pazienti KS pari a 208 pazienti una delezione parziale nell’AZFb in un solo
paziente KS, solamente nell’STS sY 134.

In accordo con questi dati, Rajpert-De Meyts et al. (2011) performed un analisi of the
integrity of the AZF region in 77 pazienti (>95% Danish men) con cariotipo non-mosaic
47,XXY, non trovando alcuna delezione completa nelle regioni AZFa, AZFb e AZFc.
Soltanto sei pazienti con KS presentavano delezioni gr/gr e b2 /b3 in AZFc. Le dezioni
gr/ gr sono considerate un fattore di rischio per infertilita, mentre le delezioni b2 /b3
delle varienti polimorfiche, la cui prevalenza varia a seconda della popolazioni prese in
esame, dipende dal background del cromosoma Y. In ogni caso la frequenza delle
suddette delezioni nei pazienti KS era sovrapponibile a quella osservata negli uomini
infertili con cariotipo normale.

Risultati simili sono stati ottenuti da Li et al. (2015) in the popolazione di Sichuan. Tali
autori hanno indagato l'incidenza delle microdelezioni del cromosoma Y in 111 pazienti
Klinefelter cinesi e 94 uomini fertili ed hanno rilevato in 1 solo paziente Klinefelter
delezione dell'AZF b+d+c e in 27 pazienti Klinefelter delezioni parziali dell’AZFc.

In oltre, nessuna microdeletione dell’AZF e stata trovata in uno studio condotto su 80
pazienti KS provenienti dalla Northeast China ( Zhang et al 2013), facendo uno
screening del cromosoma Y usando 9 specifici STSs che coprono I’AZFa, AZFb, AZFc,
and AZFd.

In conclusione i dati riguardanti le microdelezioni del cromosoma Y nei pazienti KS
risultano in contraddizione e sebbene abbiamo indicato un aumento della prevalenza
delle delezioni dell’AZF, studi piu recenti, con casistiche piu’ ampie, sembrano non
confermare la delezione completa dell’ AZFa, AZFb, or AZFc in uomini con la
sindrome di Klinefelter.

Il mio studio, condotto su una popolazione italiana, ha identificato una delezione nella
regione AZFc in un solo paziente su 118 con sindrome di Klinefelter, dimostrando che
la frequenza delle microdelezioni del cromosoma Y non é incrementata nei pazienti KS
ed é piu bassa rispetto pazienti infertili NOA con cariotipo normale. Infatti mentre la
frequenza di delezione del cromosoma Y osservata nella nostra casista di pazienti KS si

attesta intorno all’1%, la frequenza di delezione dei pazienti NOA ¢ risultata intorno
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all’11%, in accordo con i dati presenti in lettaratura (Foresta et al 2001). La bassa

frequenza di microdelezioni da noi riscontrata nei pazienti Klinefelter suggerisce quindi

che le microdelezioni non hanno un ruolo centrale nella errata disgiunzione dei

cromosomi sessuali alla base dell’insorgenza della patologia genetica.

La Tabella 3 mostra I’incidenza delle AZF microdeletion nei pazienti KS.

Tabella 3. Frequenza delle microdelezioni dell’AZF in patienti con sindrome di Klinefelter nel presente

studio e nei precedenti.

Frequenza
N pazienti con della
Paese N pazienti Delezione delezione Subregioni delete
completa completa di
AZF

Oliva et al., 1998 Spain 2 1 50% AZF c
Tateno et al., 1999 Japan 21 0 / /
Lee et al., 2000 Korea 6 0 / /
Peterlin et al., 2002 Slovenia 5 1 20% AZF ¢
Ambasudhan et al., 2003 India 8 0 / /
Mitra et al., 2006 India 14 4 28.6% AZF a+b
Pina-neto et al., 2006 Brazil 10 0 / /
Mohammed et al., 2007 Kuwait 3 1 33.3% AZF ¢
Choe et al., 2007 Korea 95 0 / /
Simoni et al., 2008 Germany 208 0? / /
Plaseski et al., 2008 Macedonia 10 0 / /
Balkan et al., 2008 Turkey 7 0 / /
Hadjkacem-Loukil et al.,2009 Tunisi 9 6° 67% AZFa AZFb, AZF atb+ ¢
Ceylan et al 2010 Turkey 14 5 35.71% AZFc
Behulova et al., 2011 Slovakia 12 0 / /
Rajpert-De Meyts et al., 2011 Denmark 77 0 / /
Zhang et al 2013 China 80 0 / /
Dos Santos Godoy et al., 2014 Brazil 2 0 / /
Lietal., 2015 China 111 1 0.9% AZF b+d+c

Presente studio Italy 118 1 0.8% AZFc

un paziente con delezione parziale dell- AZFb (sY134)
® 3 patienti con delezione parziale dell-AZFc (gr/gr)
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Ad oggi grazie alle tecniche chirurgiche combinate con quelle di Procreazione
Medicalmente Assistita (PMA) e possibile dare una speranza riproduttiva anche ai
pazienti con azoospermia non ostruttiva, qualora sia possibile il recupero di spermatozoi
mediante TESE o microTESE.

La possibilita di utilizzare spermatozoi testicolari per ’iniezione intra-citoplasmatica
degli spermatozoi (ICSI) e stata proposta anche per pazienti affetti dalla sindrome di
Klinefelter (Denschlag et al., 2004). La letteratura fino a qualche anno fa mostrava che
gli spermatozoi testicolari potevano essere recuperati da KS non mosaico con una
percentuale tra il 16 e il 69% (Okada et al., 2005). Recentemente una metanalisi di
Corona et (2017) ha evidenziato che la percentuale di recupero degli spermatozoi
mediante TESE/microTESE in KS si attesta intorno al 50%, percentuale simile a quella
osservata per i NOA causata da altri fattori eziologici (Bakircioglu et al., 2011) e ha
riportato la nascita di 218 bambini dopo 410 cicli ICSI in pazienti KS.

Madureira et al., 2014 in uno studio retrospettivo riferisce la nascita di 173 bambini con
cariotipo normale da ICSI di pazienti KS non mosaico.

D’altro canto, la diagnosi genetica preimpianto (PGD) ha rilevato un piu alto tasso di
embrioni con anormalita negli autosomi 18 e 21 in pazienti KS (Staessen et 2003). | dati
contraddittori tra gli embrioni e i bambini nati potrebbe essere spiegata attraverso la
riduzione del tasso di impianto degli embrioni anormali (Shinji et al.,2002).

Un’ altra questione critica riguarda il rischio di trasmissione delle microdelezioni del
cromosoma Y alla prole maschile, in particolare per quei pazienti che presentano
delezione AZFc, ma che posseggono spermatozoi nell’eiaculato o nel testicolo prelevati
mediante biopsia testicolare. Komori et al. (2002) reported che le microdelezioni
potevano essere ereditate. Due dei tre figli studiati presentavano le stesse microdelezioni
del padre, mentre il terzo figlio presentava delezioni piu lunghe (Komori et al 2002) Piu
recentemente é stato dimostrata la trasmissione verticale di questa delezione nel 100%
dei casi studiati. (Colaco et al 2018) Non solo, in alcuni casi la delezione parziale di
AZFc ha portato alla delezione completa nella prole. (Zhang et al 2007). La
trasmissione della delezione AZFc non sembra avere alcun effetto somatico, sulla
progenie maschile, ma la trasmissione di tale microdelezione da padre a figlio potrebbe

avere effetti avversi sulla futura fertilita maschile.
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Concludendo, in accordo con precedenti studi (Lee et al., 2000; Plaseski et al., 2008;
Behulova et al., 2011; Rajpert-De et al., 2011) i miei risultati suggeriscono che le
delezioni del cromosoma Y non sembrano influenzare gli eventi di non disgiunzione dei
cromosomi sessuali paterni e non sembrano causare la perdita dei cromosomi X. La
percentuale delle microdelezioni nei nostri pazienti KS & piu bassa rispetto ai nostri
pazienti NOA, suggerendo che le microdelezioni dell’AZF nei KS non hanno un ruolo
genetico nella sindrome. Per questa ragione lo studio delle microdelezioni del
cromosoma Y non sembra essere una parte fondamentale per lo studio diagnostico dei
KS e nemmeno per il couseling genetico dei pazienti che decidono di accedere alla

fecondazione assistita.
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6- STUDIO 2

Valutazione dei CAG repeats in pazienti Klinefelter

7- MATERIALI E METODI

7.1- Pazienti

Ho effettuato I’esame del liquido seminale e lo studio del polimorfismo dei CAG
repeats del recettore degli androgeni in 78 pazienti con sindrome di Klinefelter (eta
media 31.9 = 10.4) che si sono presentati presso il Laboratorio di Seminologia-Banca
del seme “Loredana Gandini”, Dipartimento di Medicina Sperimentale dell'Universita
di Roma "La Sapienza" per infertilitd. Lo studio e stato approvato dal Comitato Etico
del Policlinico Umberto I-Universita di Roma “La Sapienza”. Il consenso informato

scritto é stato ottenuto da tutti i partecipanti allo studio.

7.2- Analisi seminale

I campioni seminali sono stati raccolti per masturbazione dopo un periodo di astinenza
sessuale compreso tra 3-5 giorni. Tutti i campioni sono stati fatti fluidificare a 37°C for
60 min e sono stati poi valutati in base al WHO (2010).

7.3- Estrazione del DNA genomico

Il DNA genomico e stato estratto da leucociti di sangue periferico utilizzando il Kit di

estrazione Wizard Genomic.

7.4- Amplificazione PCR per valutare il numero dei CAG repeats

La lunghezza dei frammenti polimorfici e il numero delle ripetizioni CAG sono state
amplificate utilizzando primer fiancheggianti la sequenza ripetuta. Per la PCR sono stati
utilizzati il primer forward marcato con il fluorocromo FAM al 5’ per permettere la
rilevazione durante il sequenziamento: 5’-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3’,
insieme al primer reverse 5’-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3".

Il protocollo di amplificazione é il seguente: 10 min a 95°C seguito da 30 cicli di 45 sec
a 94°C, 30 sec a59°C e 1 min a 72°C seguito da 7 min a 72°C.
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7.5- Valutazione della percentuale di inattivazione dei due alleli sul cromosoma X

Lo stato di metilazione dell’allele AR ¢ stato valutato utilizzando I’enzima di restrizione
Hpall (Promega, Madison, WI, USA). L’allele non metilato, quindi attivo, ¢ stato
digerito dall’enzima e non ¢ stato amplificato mentre i siti metilati non vengono digeriti,
rimanendo intatti e amplificabili. Un microgrammo di DNA genomico é stato digerito a
37°C per 6 ore, con 20 U di enzima di restrizione Hpall secondo le istruzioni del
produttore, seguito da un’incubazione a 65°C per 30 min per inattivare ’enzima. La
reazione di amplificazione, sia per i campioni digeriti che per i campioni non digeriti, &
stata condotta in un volume di 25 pL (0.5 ng gDNA, 0.8 uM di ciascun primer, 12.5 pL
di Ampli Tag Gold 360 Marster Mix — Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).
L’elettroforesi capillare viene condotta in 10 pL di mix di reazione (2.5 pL di prodotto
PCR, 0.3 pL di Gene Scan Liz 600 - Applied Biosystems, 7.7 puL di formammide) e i
campioni prima di essere posti nel 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
vengono denaturati 5 min a 95°C.

7.6- Sequenziamento con analisi di frammenti

| frammenti amplificati sono stati analizzati mediante il software Gene Mapper Analysis
(Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA).

1.7- Analisi dell’inattivazione del cromosoma X

La fluorescenza totale dell’area del picco per entrambi gli alleli digeriti e non digeriti &
stato calcolato mediante il software Gene Mapper Analysis (Applied Biosystem,
Carlsbad, CA, USA). Mediante questo dato é stata calcolata la percentuale di
inattivazione dei due alleli. Le variabili sono state contrassegnate come: allele 1 digerito
(A), allele 2 digerito (B), allele 1 non digerito (C) e allele 2 non digerito (D). L’area che
sottende i picchi C e D dovrebbe essere uguale, ma nella realta non si verifica. Per
compensare 1’ amplificazione degli alleli dovuta a fattori confondenti non causati dalla
metilazione, i segnali C e D (campioni non digeriti) vengono utilizzati per creare un
fattore di correzione:

- inattivazione dell'allele 1: (A/C) /(A /C + B/ D) (equazione I)

- inattivazione dell'allele 2: (B/ D) / (A/ C + B/ D) (equazione Il)
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Un valore di inattivazione di O equivale a nessuna inattivazione, 1 sarebbe inattivazione
completa e 0.5 ¢ inattivazione casuale. La somma dell’inattivazione degli alleli 1 e 2
deve essere uguale a 1( equazione | + Equazione Il =1). Le equazioni | e Il sono state
utilizzate in uno studio precedentemente pubblicato (litsuka et al., 2001).

Nel mio studio ho considerato I’inattivazione del cromosoma X di tipo skewed quando

si ha I’inattivazione maggiore dell’70% di uno dei due alleli.

7.8- Analisi statistica

Le variabili continue sono state presentate come media, deviazione standard e mediana,
dove appropriato in funzione della curva di distribuzione dei dati, valutata tramite test di
Kolmogorov-Smirnov. Le differenze tra gruppi sono state analizzate tramite il test t di
Student o U di Mann-Whitney, dove appropriato. Le variabili categoriche sono state
presentate come conteggi e/o percentuali ed eventuali differenze sono state valutate
tramite il test esatto di Fisher. Un valore di p < 0.05 e stato considerato statisticamente
significativo. L’analisi statistica ¢ stata condotta utilizzando il software Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) 25.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
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8- RISULTATI
Ho studiato 78 Klinefelter (3 mosaici e 75 non mosaici) ai quali ¢ stato eseguito I’esame
del liquido seminale. Dei 78 Klinefelter, 4 pazienti sono risultati criptozoospermici
mentre i restanti azoospermici. La tabella 4 riporta le caratteristiche demografiche,
seminali ed ormonali dei soggetti studiati.

Tabella 4: parametri antropometrici, seminali e ormonali dei pazienti KS

KS(78pz)

Eta (anni) 31,8+ 10,2
Altezza (cm) 183,7+ 7,9
Peso (Kg) 85,6 + 20,0
BMI (Kg/m?) 254+58
Volume (ml) 1,7+£12
pH 75+0,2
FSH (mUl/ml) 22,6 £13,8
LH (mUl/mI) 11,7+7,3
Testosterone tot. (nmol/l) 12477
Volume testicolare blt (ml) 6,8+ 3,6

8.1- Studio dei CAG repeats

Per tutti i pazienti Klinefelter sono stati studiati, mediante analisi di frammenti, i CAG

repeats del promotore del gene AR, codificato nel cromosoma X.

40 dei 78 pazienti KS (51%) erano eterozigoti per il tratto polimorfico del recettore del
gene AR mentre i restanti pazienti erano omozigoti. In particolare per i 40 pazienti
eterozigoti la mediana dei CAG repeats dell’allele 1 era pari a 20 ( range 9-26) mentre
per quanto riguarda 1’allele 2 la mediana era pari a 24 (range 16 - 30). | 38 pazienti
omozigoti presentano una mediana dei CAG repeats pari a 22 ( range 19 -28) (Tabella
5). Non sono state riscontrate differenze significative dei parametri antropometrici,
seminali ed ormonali tra i pz con omozigosi ed eterozigosi del tratto polimorfico CAG

repeats (Tabella 6).
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Tabella 5: Analisi CAG repeats pazienti omozigoti e eterozigoti

KLINEFELTER NUMERO MEDIANA CAG  RANGE
(N=78) PAZIENTI
OMOZIGOTI 38 (49%) 23 19-28
ALLELE 1= 20 9-26
ETEROZIGOTI 40 (51%)
ALLELE 2= 24 16-30

Tabella 6: Media, deviazione standard, mediana e p value dei parametri antropometrici, seminali ed
ormonali dei pazienti KS

E
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(5]

5 DS 11 8,2 22,5 5,6 1,4 02 |146 7.9 8,6 3,4
‘N

g Mediana 36 183,0 |80,0 23,5 1,8 75 220 10,5 12,5 6,0
L

Media 30 1840 |88,0 26,2 1,4 75 219 11,6 12,9 7.0

g DS 10 7.7 17,0 6,0 1,0 02 |130 6,7 6,7 4,0
(@]
N

2 Mediana 29 1845 | 85,0 25,2 1,2 75 209 11,2 13,9 5,8
o

P value 0,130 0,541 0,89 0,160 0,137 0,279 0,372 0,856 0,277 0,857

8.2- Studio dell’inattivazione del cromosoma X

Lo studio di metilazione e stato effettuato in 28 dei 40 pazienti eterozigoti per valutare
la percentuale di inattivazione preferenziale a carico di uno dei due alleli del
cromosoma X.

Dei 28 pazienti 6 avevano una inattivazione skewed mentre i restanti una inattivazione
random. In particolare 2 dei 6 skewed avevano una inattivazione preferenziale

dell’allele corto (allele 1) mentre i restanti 4 dell’allele lungo (allele 2). Nei restanti 22
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pazienti con inattivazione random la media di inattivazione dell’allele 1 era di 48,7 £
9,4 mentre dell’allele 2 era 51,1 £ 9,2 (Tabella 7).

Non sono state riscontrate differenze significative nei parametri antropometrici,
seminali, ormonali e volumi testicolari tra pazienti con diversa tipologia di inattivazione

(skewed vs random).

Tabella 7: Percentuale di inattivazione dei due alleli nei pazienti KS eterozigoti

KS ETEROZIGOTI NUMERO ALLELI INCIDENZA
PAZIENTI

INATTIVAZIONE ALLELE1(N=2) 1> 70%,1>80%
6/28 (21,4%)

SKEWED ALLELE 2 (N=4)  4>70%

KS ETEROZIGOTI NUMERO ALLELI MEDIA
PAZIENTI

INATTIVAZIONE ALLELE 1 48,7+94
22/28 (78,6%)

RANDOM ALLELE 2 51,1+£9.2
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9- DISCUSSIONE

Alla luce dei dati presenti in letteratura ancora non € chiara la relazione tra il genotipo e
il fenotipo nei Klinefelter. Diversi meccanismi genetici correlati al cromosoma X come
il recettore degli androgeni sono stati studiati come possibili canditati nel fenomeno.
Questi meccanismi genetici includono 1’origine parentale del cromosoma X
soprannumerario, i pattern di inattivazione del cromosoma X e la lunghezza del
polimorfismo dei CAG repeats.

Il cariotipo 47, XXY deriva da una mancata disgiunzione, che pud essere una non
disgiunzione paterna durante la prima divisione meiotica (50% dei casi) o non
disgiunzione materna durante la prima o seconda divisione meiotica o durante le
divisioni post-zigotiche (50 % dei casi) (Thomas, Hassold 2003; Jacobs et al., 1988). E
stato proposto che I’origine parentale del cromosoma X soprannumerario potesse avere
un impatto sul fenotipo dei Klinefelter. Le evidenze non sono cosi chiare in quanto la
maggior parte degli studi non trovano associazione tra i due fenomeni (Skakkebaek et
al., 2014; Zeger et al., 2008; Ross et al., 2008; Zinn et al., 2005) mentre altri trovano un
effetto dell’origine parentale su tratti fenotipici quali la funzione motoria e il linguaggio
(Stemkens et al.,, 2006), I’autismo e tratti schizzotipici (Bruining et al., 2010), la
comparsa della puberta (Wilkstrom et al., 2006), sul peso- altezza e il rapporto di
apertura delle braccia (Chang et al., 2015).

Nei Klinefelter, cosi come nelle donne, uno dei due cromosomi X viene inattivato
precocemente durante 1’embriogenesi con un processo che avviene in maniera
randomica (Lyon 1961) ed e stata rilevata una inattivazione del cromosoma X di tipo
preferenziale (skewed) di circa I’80% di uno degli alleli. L’inattivazione skewed nei
Klinefelter si verifica con un incidenza maggiore del 43% (Tuttelmann, Gromoll; 2010).
Tale inattivazione preferenziale del cromosoma X si e supposto che potesse essere il
risultato del silenziamento genico di origine materna e/o paterna e da ci0 potesse
dipendere la variabilita nel fenotipo dei Klinefelter (Chang et al, 2015; Ross et al.,
2008; Skakkebaek et al., 2014; Zinn et al., 2005, Bojesen et al., 2011; Zitzmann et al.,
2004). Per tale motivo diversi gruppi di studio si sono occupati di analizzare la
lunghezza dei CAG repeats e il grado di inattivazione dei due alleli del cromosoma X

ma i dati derivanti sono contrastanti in quanto le casistiche analizzate sono differenti per
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numerosita campionaria e le metodiche utilizzate per ’analisi dei CAG repeats sono
differenti.

Dai dati presenti in letteratura si evidenzia che i KS sono in prevalenza eterozigoti per i
due alleli del cromosoma X (Jorgensen et al., 2015; Skakkebaek et al., 2014, Bojesen et
al., 2011, Ross et al., 2008, Zinn et al., 2005, Zitzmann et al., 2004, litsuka et al., 2001,
Suzuki et al., 2001), mentre solo un lavoro identifica una presenza maggiore di KS
omozigoti (Wikstrom et al., 2006) (Tabella 8). Dai miei dati gli omozigoti e gli
eterozigoti sono presenti in ugual numero. Per quanto riguarda 1’analisi dei CAG repeats
nei KS eterozigoti nel mio studio il numero di ripetizioni per I’allele 1 € pari a 20 e per
I’allele 2 ¢ pari a 24 in linea con i dati presenti in letteratura (Skakkebaek et al., 2014,
Bojesen et al., 2011, Vorona et al., 2007, Wikstrom et al., 2006, Suzuki et al., 2001).
Nei KS omozigoti ho riscontrato un numero di ripetizioni per i due alleli pari a 23, in
accordo con i dati della letteratura (Bojesen et al., 2011, Wikstrom et al., 2006, Suzuki
et al., 2001).

22



Tabella 8: Analisi dei CAG repeats nei KS degli studi presenti in letteratura.

NUMERO ETEROZIGOTI/
MEDIA CAG
PAZIENTI OMOZIGOTI
litsuka et al., 2001 14 XXY 14 KS Eterozigoti /
ALLELE 1:21,1+2]1
7 KS Eterozigoti
Suzuki et al., 2001 13 XXY ALLELE 2:24,7+2,6
6 KS Omozigoti 22,8 + 3,3 (17-27)
46 KS Eterozigoti /
Zitzmann et al., 2004 77 XXY
31 KS Omozigoti /
. 35 XXY 22 KS Eterozigoti /
Zinn et al., 2005
( IMOSAICO) 13 KS Omozigoti /
o ALLELE1:20+1,1
. 6 KS Eterozigoti
Wikstrom et al., 2006 14 XXY ALLELE 2:22,7+19
8 KS Omozigoti 22,4+30
o ALLELE 1:20+2,6 %
Vorona et al., 2007 101 XXY 101 KS Eterozigoti
ALLELE 2:225+2,9%
30 KS Eterozigoti MEDIANA =21 (16-26)
48 XXY
Ross et al., 2008 23 KS CAG> 21, 23 KS CAG<
(1 MOSAICO) 16 KS Omozigoti 2
. ALLELE 1: 21 (11-26)
. 46 KS Eterozigoti
Bojesen et al., 2011 70 XXY ALLELE 2: 23,5 (19-31)
24 KS Omozigoti 23 (19-30)
MEDIANA ALLELE 1: 20 (18-
o 24)
42 KS Eterozigoti
Skakkebaek et al., 2014 73 XXY MEDIANA 24 ALLELE 2: 24
(19-31)
31 KS Omozigoti MEDIANA =21 (17-26)
34 KS Eterozigoti /
Jorgensen et al., 2015 58 XXY _
24 KS Omozigoti /
38 KS Eterozigoti MEDIANA = 23 (19-28)
Presente studio 78 XXY o ALLELE 1=20  (9-26)
40 KS Omozigoti
ALLELE 2=24  (16-30)

Gli studi sull’inattivazione del cromosoma X mostrano che nei pazienti KS eterozigoti &
presente un inattivazione di tipo random piuttosto che un inattivazione di tipo skewed
(Tabella 9). Anche nella mia casistica ho riscontrato la prevalenza dell’inattivazione di

tipo random in quanto si verifica in 22 pazienti su 28 KS analizzati (Tabella 7).
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Tabella 9: Analisi dell’inattivazione del cromosoma X nei KS degli studi presenti in letteratura.

N pz ks allele
. o o allele .
eterozigoti Tipo inattivazione . . preferenzialmente
inattivato . .
inattivato
. 9 inattivazione random / /
litsuka
14 2>70% (70-72)
etal., 2001 5 inattivazione skewed /
3 >80% ( 80-87)
. L inattivazione preferenziale
Suzuki 5 inattivazione random lungo
allele 2
etal., 2001 7 _
2 inattivazione skewed > 90% /
Zitzmann / allele 1: 59 £ 15 %
46 corto
etal., 2004 allele 2: 41 +15%
Zinn inattivazione preferenziale
22 / lungo
etal., 2005 allele 2
L allele 1: 55 + 17,6 %
Wikstrom 4 inattivazione random corto
6 allele 2: 45+ 17,6 %
et al., 2006 _
2 inattivazione skewed >80% /
77 inattivazione / /
Vorona random
101 _ _ _
et al., 2007 24 inattivazione inattivazione preferenziale "
corto
skewed allele 1
26 inattivazione / /
Ross 20 random
etal., 2008 4 inattivazione 2 compresa tra 80-90 /
skewed 2 >90%
34 inattivazione allele 1: 0,48%
) lungo
Bojesen et 46 random allele 2: 0,52%
al., 2011 12 inattivazione 9 > 80% /
skewed 3>90%
Ferlinetal., allele 1: 53 £ 22,6 %
112 / corto
2011 allele 2: 47 £ 22,6 %
Skakkebaek allele 1: 51 £ 24 %
42 / corto
etal., 2014 allele 2: 49 + 24%
22 inattivazione allele 1: 48,7+ 9,4
lungo
random allele 2: 51,1+ 9,2
Presente
. 28 . allele 1: 1 pz > 70%,
studio 6 inattivazione
1 pz >80% lungo
skewed
allele 2: 4 pz > 70%

24



Inattivazione allele lungo- Nei pazienti KS eterozigoti I’inattivazione preferenziale
dell’allele lungo ¢ stata identificata dal gruppo di Suzuki nel 2001 il quale ha riscontato
la presenza di 7 KS eterozigoti su 13 totali . Dei 13 eterozigoti 2 mostravano un
inattivazione skewed maggiore del 90% mentre nei restanti si € osservata un
inattivazione random. Anche il gruppo di Zinn nel 2005 hanno identificato un
inattivazione preferenziale dell’allele lungo. L’autore ha analizzato 35 KS, 34 puri e 1
mosaico, identificando 13 KS eterozigoti mentre i restanti erano omozigoti. Tra gli
eterozigoti solamente 2 KS mostravano un inattivazione skewed mentre i restanti
avevano un inattivazione random con inattivazione preferenziale dell’allele lungo.
Bojesen et al.,2011 hanno studiato 70 KS identificando 46 KS eterozigoti mentre i
restanti erano omozigoti. Dei 46 KS eterozigoti 9 mostravano un inattivazione skewed
maggiore dell’80% e 3 un inattivazione extreme skewed in quanto era maggiore del
90% mentre nei restanti KS si osservava un inattivazione random. Nei KS eterozigoti
con inattivazione di tipo random c’¢ una prevalenza di inattivazione dell’allele lungo
anche se gli autori riportano che non é presente una differenza statisticamente

significativa tra la lunghezza dei CAG nei KS e nei controlli.

Inattivazione allele corto- L’inattivazione preferenziale dell’allele corto ¢ stata
identificata dal gruppo di Nieschlag nel 2004 e nel 2007. Nel 2004 sono stati studiati 77
Klinefelter identificando 46 KS eterozigoti per il polimorfismo del recettore degli
androgeni nei quali é stata evidenziata un inattivazione preferenziale dell’allele corto
statisticamente significativo tra i KS e il gruppo di controllo. Successivamente nel 2007
sono stati studiati 101 Klinefelter non mosaico identificando in 24 I’inattivazione
skewed preferenziale dell’allele corto.

Il gruppo di Wilkstrom nel 2006 ha analizzato 14 KS identificando la presenza di 8
omozigoti. Dei KS 6 eterozigoti 2 KS mostravano un inattivazione skewed maggiore
dell’80% mentre i restanti hanno mostrato un inattivazione randomica con prevalenza
dell’allele corto. La casistica piu ampia ¢ stata studiata dal gruppo di Ferlin nel 2011 in
guanto ha analizzato 112 KS nei quali e stata osservata un inattivazione preferenziale
dell’allele corto pur non essendo significativa la differenza tra i due gruppi.
L’inattivazione dell’allele corto & stata identificata anche da Skakkebaek et al.,2014 il

quale ha analizzato 73 KS identificando 42 eterozigoti mentre i restanti erano
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omozigoti. Negli eterozigoti hanno riscontrato un inattivazione preferenziale dell’allele
corto anche se gli autori affermano che non é presente una differenza statisticamente
significativa tra la lunghezza dei CAG nei KS e nei controlli.

Per quanto riguarda la metodica di valutazione dell’inattivazione del cromosoma X nei
vari lavori non ¢ stata effettuata la stessa metodologia. In tutti i lavori viene utilizzato
I’enzima di restrizione Hpall ma cio che ¢ differente ¢ il tempo di incubazione che varia
dalle 6 h (Zinn et al., 2005) all’overnight (litsuka et al., 2001; Suzuki et al., 2001;
Zitzmann et al., 2004; Wikstrom et al., 2006; Ross et al., 2008; Bojesen et al., 2011;
Skakkebaek et al., 2014). Inoltre in alcuni lavori viene effettuato il sequenziamento
diretto (Suzuki et al., 2001) mentre in altri viene effettuata I’analisi di frammenti
(litsuka et al., 2001; Zitzmann et al., 2004; Zinn et al., 2005 ; Wikstrom et al., 2006;
Bojesen et al., 2011; Skakkebaek et al., 2014).

Nel mio lavoro non ho identificato correlazioni il tra tratto polimorfico CAG con
parametri antropometrici e volumi testicolari. Pur non essendo presenti correlazioni il
mio lavoro é il primo che ha valutato la correlazione tra il volume del liquido seminale
con la lunghezza dei CAG repeats. | lavori presenti in letteratura hanno identificato una
correlazione inversa tra la lunghezza dei CAG repeats e la lunghezza del pene (Zinn et
al., 2005), una correlazione positiva tra I’altezza e il numero di ripetizioni ( Zitzmann et
al., 2004; Bojesen et al., 2011) e la correlazione positiva con gli ormoni della puberta (
Wikstrom et al., 2006; Voroma et al., 2007). Non sono state trovate correlazioni tra
parametri ormonali ( Skakkebaek et al., 2014) antropometrici, e dell’osso ¢ il numero di
ripetizioni dei CAG (Ferlin et al., 2011).
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10- CONCLUSIONI

La mia ricerca € stata volta ad analizzare vari aspetti molecolari della sindrome di
Klinefelter:

Nello studio 1 mi sono occupata di valutare I’incidenza delle microdelezioni del
cromosoma Y in pazienti KS rilevando che le delezioni del cromosoma Y non sembrano
influenzare gli eventi di non disgiunzione dei cromosomi sessuali paterni e non
sembrano causare la perdita dei cromosomi X. Essendo la percentuale delle
microdelezioni nei miei pazienti KS piu bassa rispetto che nei NOA, si pud suggerire
che le microdelezioni dell’ AZF nei KS non hanno un ruolo genetico nella sindrome.
Nello studio 2 mi sono occupata di valutare la lunghezza dei CAG repeats nei KS
evidenziando che i KS sono in ugual numero omozigoti e eterozigoti per gli alleli del
recettore degli androgeni e che tra gli eterozigoti si verifica con una frequenza maggiore
I’inattivazione di tipo random senza esser presente un inattivazione allelica
preferenziale. Peraltro i miei dati non hanno rilevato una correlazione significativa tra
parametri antropometrici, seminali, ormonali e volumi testicolari nei pazienti con
diversa tipologia di inattivazione (skewed vs random). Studi successivi relativi
all’identificazione di altri fattori molecolari che potrebbero contribuire alla variabilita
del fenotipo di questi pazienti saranno importanti al fine di identificare la patogenesi
della Sindrome di Klinefelter e identificare target terapeutici per migliorare la prognosi

di tale sindrome.
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