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RIASSUNTO
Premesse

La sindrome di Klinefelter (KS) (47, XXY) ¢ la pit comune causa genetica di
infertilita nel sesso maschile e gli individui affetti presentano un assetto ormonale
di ipogonadismo ipergonadotropo.

Studi condotti recentemente hanno dimostrato come i polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs) dei geni FSHB/FSHR possano influenzare i livelli sierici sia di

Ormone Follicolo-Stimolante (FSH) che di altri parametri andrologici.

Scopo dello studio
Lo scopo dello studio ¢ indagare, in una coorte di pazienti affetti da KS, I’impatto
che i SNP FSHB-211 G>T e FSHR 20394>G possono avere su alcuni parametri,

sia andrologici che metabolici

Materiali e Metodi

Lo studio retrospettivo ha selezionato una coorte di 473 pazienti con diagnosi
certa di KS afferenti alla UOC di Andrologia e Medicina della Riproduzione della
Azienda Ospedaliera - Universita di Padova. Inizialmente ¢ stata valutata
I’associazione fra i SNPs FSHB-211 G>T e FSHR 20394>G, separatamente, ed
alcuni parametri andrologici e metabolici, indipendentemente dalla presenza o
meno di una terapia sostitutiva con testosterone (TRT). Successivamente, per
alcuni parametri andrologici, i pazienti sono stati ulteriormente stratificati anche

in base alla presenza o assenza di TRT.

Risultati

Indipendentemente dalla presenza di TRT, ¢ stato trovato che il genotipo GT di
FSHB -211G>T presenta livelli medi di LH significativamente piu alti rispetto al
genotipo GG. Inoltre, il genotipo GG di FSHB ¢ stato associato ad una prevalenza
maggiore di ipercolesterolemia (Colesterolo LDL>116 mg/dL) rispetto al
genotipo GT. Il genotipo FSHR 20394>G non ¢ stato associato significativamente
ad alcun parametro metabolico considerato. Nessun genotipo di FSHB/FSHR ha
influenzato significativamente le percentuali di recupero di spermatozoi alla

biopsia testicolare.



Stratificando 1 pazienti anche per la presenza o meno di TRT, nei pazienti con
terapia attiva il Volume bitesticolare si riduce significativamente, sia per il
genotipo GG che per il genotipo GT di FSHB -211G>T, rispetto ai pazienti non in
terapia. Inoltre, per il genotipo AG di FSHR 20394>G, la presenza di TRT

abbassa significativamente 1 valori medi sia di che di FSH e Volume bitesticolare.

Discussione e conclusioni

Nella prima parte dello studio abbiamo evidenziato come i genotipi di FSHB e
FSHR possano influenzare significativamente alcuni parametri: in merito ai
parametri andrologici il genotipo GT di FSHB ¢ stato associato a valori di LH piu
alti rispetto al genotipo GG indipendentemente dalla terapia. Nessuna
associazione ¢ stata trovata tra il genotipo di FSHB ed i parametri metabolici
considerati, fatta eccezione per una maggior prevalenza di ipercolesterolemia nei
pazienti con genotipo GG. Non ¢ stata riscontrata alcuna associazione
statisticamente significativa tra i parametri andrologici e metabolici studiati e i tre
genotipi di FSHR. Inoltre, nessuno tra i genotipi di FSHB/FSHR si sono
dimostrati determinanti nel recupero di spermatozoi alla biopsia testicolare.
Stratificando 1 pazienti anche in base alla presenza di TRT, ¢ stato dimostrato
come, sia per il genotipo GG che per il genotipo GT di FSHB -211G>T, ¢ il solo
Volume bitesticolare a ridursi significativamente nei pazienti con TRT presente.
In tal senso, nessuna variazione significativa di LH e FSH ¢ stata trovata.

Per quanto concerne FSHR 20394>G, nel genotipo AG, la presenza di TRT
abbassa significativamente i1 valori medi sia di LH che FSH e Volume
bitesticolare.

La presenza di alcune associazioni statisticamente significative rilevate in questo,
in combinazione con i dati presenti in letteratura, non giustifica ad oggi 1’uso dei
SNPs dei SNPs FSHB-211 G>T e FSHR 20394>G come marcatori clinici nella

KS. Saranno necessari ulteriori studi in materia.



ABSTRACT
Introduction

Klinefelter Syndrome (KS) (47, XXY) represents the most common genetic cause
of male infertility, characterized by a hypergonadotropic hypogonadism hormonal
setting. Recent studies have demonstrated the influence of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the FSHB/FSHR genes on serum levels of Follicle-

Stimulating Hormone (FSH) and other andrological parameters.

Aim of the study
The aim of this study is to investigate the impact of F'SHB-211 G>T and FSHR
20394>G SNPs on andrological and metabolic parameters in a cohort of KS

patients.

Materials and Methods

A retrospective study was conducted on 473 patients with KS with confirmed
diagnosis attending the Andrology and Reproductive Medicine Unit at Padova
University Hospital. The association between FSHB-211 G>T and FSHR
20394>G SNPs and selected andrological and metabolic parameters was initially
assessed independently of testosterone replacement therapy (TRT). Then, patients

were further stratified based on TRT status for certain andrological parameters.

Results

Regardless of TRT status, the GT genotype of FSHB-211 G>T was found to be
associated with significantly higher LH concentrations compared to the GG
genotype. Additionally, the GG genotype of FSHB was associated with a higher
prevalence of hypercholesterolemia (according to cLDL concentrations, above
116 mg/dL) compared to the GT genotype. The FSHR 20394>G genotype was
not significantly associated with any metabolic parameter considered. None of the
FSHB/FSHR genotypes influenced sperm retrieval rates at testicular biopsy.
Stratifying patients by TRT status, a significant reduction in bilateral testicular
volume was observed in TRT-treated patients for both GG and GT genotypes of
FSHB-211 G>T. Furthermore, for the AG genotype of FSHR 20394>G, TRT



significantly lowered mean LH and FSH values as well as bilateral testicular

volume.

Discussion and Conclusion

In the first part of the study, we highlighted significant influences of F'SHB and
FSHR genotypes on certain parameters. Considering andrological parameters, the
FSHB-GT genotype was associated with higher LH values compared to GG
genotype regardless of therapy. No association was found between FSHB
genotype and studied metabolic parameters except for a higher prevalence of
hypercholesterolemia in GG genotype patients. No statistically significant
association was found between andrological and metabolic parameters studied and
the three FSHR genotypes. Furthermore, none of the FSHB/FSHR genotypes
proved to be determinants in sperm retrieval rates at testicular biopsy.

Stratifying patients based on TRT presence, it was demonstrated that, for both GG
and GT genotypes of FSHB-211 G>T, only bilateral testicular volume was
significantly reduced in patients with present TRT. In this regard, no significant
variations in LH and FSH concentrations were found. Regarding FSHR 20394>G,
in the 4G genotype, TRT presence significantly lowered mean LH and FSH
values as well as bilateral testicular volume. The presence of some statistically
significant associations observed in this study, in combination with existing
literature data, does not justify the use of FSHB-211 G>T and FSHR 20394>G
SNPs as clinical markers in KS to date. Further studies will be necessary in this

regard.



INTRODUZIONE

1. DEFINIZIONE ED EPIDEMIOLOGIA

La sindrome di Klinefelter (KS) ¢ un disturbo caratterizzato dalla presenza di uno
o piu cromosomi sessuali X soprannumerari in pazienti di sesso maschile (XinY).
La KS ¢ il disturbo cromosomico nonché la causa genetica di infertilita piu
frequente nel sesso maschile [1,2,3].

La sindrome fu descritta per la prima volta nel 1942, in una coorte di 9 pazienti
maschi caratterizzata da ginecomastia, testicoli piccoli, scarsa virilizzazione e
assenza di spermatogenesi [4]. Successivamente la KS venne associata alla
presenza di un cromosoma X soprannumerario [5,6,7].

La prevalenza della KS ¢ all’incirca di 1 maschio su 600, tuttavia solo il 25-50%
dei soggetti con KS viene correttamente diagnosticata e seguita in un percorso di

follow up [3,8,9,10].

Circa 1’80-90% dei pazienti con KS presenta cariotipo 47,XXY; il restante 10-
20% dei pazienti presenta, invece, aneuploidie di grado maggiore, mosaicismo
46,XY/47,XXY, oppure cromosomi X strutturalmente anomali e disfunzionali

[10].

La KS ¢, come precedentemente accennato, la causa genetica di infertilita piu
frequente nei maschi: ¢ presente nel 14.7% dei pazienti azoospermici e in circa il

3-4% di maschi infertili [11], [12].



2. PATOGENESI

2.1 Anomalie cromosomiche

La presenza di un cromosoma X in sovrannumero (Xi+,Y) rappresenta il principio
del processo patogenetico nella KS e dunque dei suoi risvolti clinici e terapeutici.
Nella forma classica di KS (cariotipo 47, XXY), il cromosoma X eccedente ¢
dovuto ad una mancata disgiunzione meiotica, materna o paterna, durante la
gametogenesi. La non disgiunzione (ovulare o spermatica) avviene con frequenza

sovrapponibile fra padre e madre dei pazienti con KS classica (47, XXY) [13].

Nel 10-20% circa dei pazienti, invece, ¢ presente mosaicismo per KS: in questi
individui alcune cellule presentano cariotipo 47, XXY (proprio della KS), mentre
altre cellule possiedono cariotipo normale (46, XY) [11,14]. La KS con
mosaicismo deriva da una fallace disgiunzione mitotica durante le prime fasi dello
sviluppo fetale, dunque cronologicamente successiva alla fecondazione dell’ovulo
da parte dello spermatozoo. Tali pazienti presentano un fenotipo clinico piu lieve

[11,13].

Molto rari sono, invece, i pazienti con piu di 2 cromosomi X (es: 48, XXX).
Tendenzialmente, all’aumentare del numero dei cromosomi X, aumenta anche la
gravitd del fenotipo clinico, sia fisico che psichico. Questa considerazione
suggerisce come la presenza di cromosomi X in eccesso sia responsabile, in
primis, di un’anomala espressione genica, la quale ¢ a sua volta alla base del

fenotipo clinico descritto nella KS [3,13,14].

Normalmente, individui sani di sesso femminile presentano cariotipo 46, XX;
individui maschili sani sono, invece, dotati di cariotipo 46, XY. Quest’ultima
condizione ¢ definita di emizigosi.

Nelle donne, per evitare un’espressione elevata dei geni localizzati sul cromosoma
X, uno dei due cromosomi X, durante le prime fasi dello sviluppo embrionale,
viene inattivato secondo un processo noto come lyonizzazione (in onore di Mary

F. Lyon, ricercatrice inglese che per prima ipotizzo e descrisse il fenomeno) [15].



L’inattivazione del cromosoma X (XCI, X chromosome inactivation) si avvale di
meccanismi genetici ed epigenetici di regolazione. Nelle cellule somatiche delle
femmine, dunque, uno dei due cromosomi X viene inattivato. Cid avviene
nell’embriogenesi durante la gastrulazione. La scelta del cromosoma X da
silenziare ¢ del tutto casuale.

Il silenziamento di uno dei cromosomi X avviene mediante la metilazione di
specifiche sequenze di DNA e la successiva formazione di cromatina, la quale ¢
strutturalmente inaccessibile al complesso della RNA-polimerasi, rendendo di
fatto impossibile 1’espressione genica. Microscopicamente, il cromosoma X
inattivato (Xi) ¢ visibile nel nucleo come una regione di cromatina molto densa,

detta corpo di Barr [15, 16].

Il gene che controlla la XCI ¢ il gene XIST (X inactivation specific transcript),
situato sul braccio lungo del cromosoma X (Xq); questo locus genico produce un
trascritto non codificante, XIST RNA, che agisce come uno dei determinanti
principali nel processo di lyonizzazione. Nello specifico, ¢ il Xi a produrre il
trascritto. XIST RNA si localizza a livello del nucleo, non codifica per alcuna
proteina e agisce appaiandosi ad una regione nota come X inactivation center (Xic,
centro di inattivazione del cromosoma X), un locus cis-attivo che coordina il
processo di XCI. XIST ¢ assente nei maschi con cariotipo 46, XY.

All’interno della Xic, ¢ presente un ulteriore elemento di rilievo nel processo, I’X
control element (Xce, Elemento di controllo del cromosoma X), destinata a
controllare quale cromosoma X inattivare. In pazienti con KS, il locus Xce sara
presente in eterozigosi, uno dei due locus sara piu attivo e cid determinera quale
sara il cromosoma X attivo per quella linea cellulare. In caso di omozigosi per

Xce, la XCI avverra sempre casualmente [11,17,18].

Studi recenti riguardanti il pattern di XCI hanno evidenziato come, in realta, circa
il 15% dei geni di ogni Xi sia in realta comunque espresso nella cellula. Dei
restanti geni, il 20% ha un pattern variabile di inattivazione, il 65% risulta sempre
non espresso [17]. Questo pattern ¢ descritto sia nelle femmine, sia in ogni altra

situazione in cui sia presente pit di un cromosoma X, come ad esempio nella



KS[19]. T geni che maggiormente sfuggono alla XCI, essendo dunque espressi,
sono preferenzialmente localizzati sul braccio corto del cromosoma X (Xp)[17];
alcuni studi indicano tuttavia il braccio lungo del cromosoma X (Xq) come

maggiormente implicato nella definizione del fenotipo del paziente con KS[19].

2.2 Ruolo del recettore degli androgeni

Il recettore degli androgeni (AR) ¢ una proteina recettoriale appartenente alla
famiglia dei recettori nucleari. AR ¢ un fattore di trascrizione ligando-inducibile,
con selettivita esclusiva per gli androgeni. Il AR ¢ costituito da tre domini: un
dominio ad azione transattivante (TAD, trans-activating domain), localizzato
all’estremita N-terminale, un dominio di legame a specifiche sequenze di DNA
(DBD, DNA binding domain), ed un dominio ad alta affinita per il ligando
androgenico (LBD, Ligand Binding Domain) [20].

L’ormone androgeno, fortemente lipofilico, attraversa la membrana cellulare e
lega AR, formando un dimero. Il cambiamento conformazionale determinato dal
legame ligando-recettore permette al complesso dimerico ligando-AR di traslare

del nucleo e di legarsi alle sequenze genomiche specifiche per il DBD[21].

Il gene per AR ¢ localizzato sul braccio lungo del cromosoma X (locus Xql1-12)
e possiede, a livello del primo esone, un alto grado di polimorfismo all’interno
della popolazione. Il substrato genetico del polimorfismo ¢ piu precisamente
localizzato nella regione codificante per TAD, una sequenza ricca di triplette
nucleotidiche CAG [20, 22].

E stato dimostrato che questo polimorfismo & fortemente correlato all’affinita di
AR con il proprio ligando: recettori con un minor numero di triplette CAG
mostrano non solo un’affinita maggiore per i ligandi (formando un dimero
ligando-recettore piu stabile), ma anche una migliore capacita trans-attivante
verso le sequenze DNA target. AR con un maggior numero di triplette, invece,
presentano una minore stabilitd nel legame ligando-recettore. In particolare, un
numero di triplette maggiore di 40 determina una patologia X-linked nota come

Malattia di Kennedy o Atrofia muscolare spino-bulbare (X-SBMA, X-linked



Spinobulbar muscle atrophy). In aggiunta al fenotipo neuromuscolare, alcune
caratteristiche chiave della X-SBMA sono proprio I’ipogonadismo marcato e la

ginecomastia [22, 23].

Teoricamente, nei pazienti con KS, I’inattivazione di uno dei due cromosomi X, e
dunque di uno dei due loci di AR, dovrebbe essere casuale. In realta, recenti studi
hanno descritto come venga preferenzialmente inattivato il cromosoma X
portatore del polimorfismo a minor numero di triplette CAG (quindi dell’AR a
maggior attivita)[23,24]. Un’elevata lunghezza delle triplette CAG ¢ direttamente

correlata ad un peggior assetto androgenico [22,24].

La lunghezza della sequenza a triplette CAG dell’AR si ¢, per ora, dimostrato
I’'unico parametro genetico in grado di descrivere 1’ampio fenotipo clinico dei
pazienti con KS, soprattutto per quanto riguarda I’ipogonadismo, I’infertilita, la

ginecomastia e la mineralizzazione ossea [21, 23, 25].

2.3 Alterazioni testicolari

L’aneuploidia cromosomica presente nella KS determina una progressiva
degenerazione testicolare accompagnata ad una spermatogenesi molto alterata o
del tutto assente. Piu specificatamente, il cromosoma X soprannumerario
determinerebbe, a partire dall’eta puberale, un processo di ialinizzazione e fibrosi
a livello dei tubuli seminiferi [26]. La progressiva perdita di parenchima
testicolare rappresenta uno dei determinanti principali della condizione di

ipogonadismo in eta adulta [27].

La deplezione delle cellule germinali (tramite morte cellulare per apoptosi),
invece, sembrerebbe iniziare gia durante la vita intrauterina [28]; questo processo
subirebbe un primo rallentamento durante I’infanzia, per poi accelerare e
degenerare durante puberta e adolescenza, periodo in cui [’insufficienza

androgenica inizia a rendersi evidente [29, 30].
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2.4 Asse ipotalamo-ipofisi-gonadi

L’ipotalamo produce e rilascia il fattore di rilascio delle gonadotropine (GnRH), il
quale agisce a livello dell’ipofisi anteriore, stimolando la stessa a sintetizzare e
rilasciare gli ormoni follicolo-stimolante (FSH) e luteinizzante (LH).

Questi due ormoni agiscono, nell’uomo, a livello testicolare.

L’FSH agisce sulle cellule di Sertoli stimolando la spermatogenesi, I’'LH agisce
sulle cellule di Leydig, stimolando la produzione di testosterone. Il testosterone
prodotto sotto stimolo di LH, tra le molte funzioni che esercita, agisce anche
coadiuvando I’FSH nello stimolo positivo per la spermatogenesi.

Il testosterone, inoltre, agisce mediante feedback inibitorio su ipotalamo ed ipofisi
anteriore. Un ulteriore feedback inibitorio, a livello di questo asse ormonale, ¢
dato dall’inibina B, prodotta a livello delle cellule di Sertoli sotto stimolo di FSH,

questa agisce bloccando il rilascio di gonadotropine dall’ipofisi anteriore [31, 32].

Le funzioni del testosterone su tessuti, organi ed apparati sono numerose e diverse
tra loro. Tra le principali: il supporto alla spermatogenesi, lo stimolo anabolico
proteico mediante incremento di massa muscolare e densita ossea, lo stimolo alla
produzione di eritropoietina a livello renale, lo stimolo all’emopoiesi midollare, il
mantenimento di un buon apparato cutaneo mediante produzione di sebo e capelli,
effetti neurali positivi come I’aumento della libido e il benessere della sfera psico-

cognitiva[33].
In epoca pre-natale, il testosterone stimola lo sviluppo degli organi genitali esterni,
mentre in epoca puberale supporta la maturazione degli stessi e la determinazione

dei caratteri sessuali secondari [31, 34].

2.4.1 Ormone follicolo-stimolante

FSH ¢ un ormone glicoproteico la cui funzione ¢ di regolare, in entrambi i sessi, la
funzione gonadica. E pertanto definito una gonadotropina. Questa glicoproteina ¢

composta da una subunita a, la cui struttura ¢ comune e condivisa fra tutti gli
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ormoni glicoproteici (LH, gonadotropina corionica, tireotropina), ed una subunita
B, specifica e codificata dal gene FSHB (4.2 Kb) [35].

La specificita di funzione, fra le diverse glicoproteine elencate, ¢ data dalla
subunita . L’interazione fra glicoproteina e corrispettivo recettore ¢ molto

selettiva e non presenta cross-reattivita [36].

Il recettore per FSH (FSHR) appartiene alla famiglia dei recettori accoppiati a
proteine G, ovvero a complessi transmembrana caratterizzati dalla presenza di un
dominio a 7 eliche idrofobiche inserite nella membrana plasmatica e da altri due
domini: intracellulare ed extracellulare [37]. Il dominio intracellulare di FSHR ¢
associato ad una proteina Gs che comincia la cascata trasduzionale solo quando il
ligando (FSH) ha legato la porzione extracellulare del recettore. FSHR si localizza

principalmente a livello gonadico[38][39].

2.4.2 Polimorfismi dei geni FSHB e FSHR

I polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs o “snips”) sono delle variazioni nelle
sequenze di DNA che si verificano quando un singolo nucleotide (A, T, C o G)
nella sequenza di un gene cambia rispetto alla popolazione generale. Trattandosi
comunque di polimorfismi, la frequenza di ogni singola variazione deve essere
presente in almeno I’1% dei soggetti di una popolazione soggetta ad
accoppiamento casuale ed occupante lo stesso habitat. Molti SNPs sono privi di
effetti fenotipici a livello cellulare, mentre altri possono variare, positivamente o

negativamente e pit 0 meno lievemente, alcune funzioni della cellula [40].

Recentemente, sono stati eseguiti alcuni studi, riguardanti I’associazione fra
alcuni SNPs dei geni FSHB/FSHR e la funzione ormonale e riproduttiva in
pazienti maschi, sia fertili che infertili [41]. In particolare, alcuni tra i SNPs per i
quali sono presenti piu dati in letteratura sono FSHB -211 G>T ed il FSHR 2039
A>G.

Nelle donne, invece, alcuni polimorfismi, tra cui FSHR2039 A>G, si sono
dimostrati capaci di influenzare le concentrazioni sieriche di FSH in vivo e la

sensibilita dello stesso recettore alla stimolazione ormonale, sia durante il ciclo
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mestruale, sia durante la terapia di stimolazione ovarica per la fecondazione

assistita (In Vitro Fertilization, IVF) [41,42,43].

Negli uomini, tuttavia, la revisione di alcune meta-analisi riguardanti il solo SNP
FSHR2039 A>G non ha dimostrato alcun particolare legame fra il genotipo di
FSHR e i parametri di fertilita maschile [44, 45, 46, 47].

Piu recentemente, invece, alcuni studi hanno descritto una possibile correlazione
fra il SNP FSHB-211 G>T, i livelli sierici di FSH e la conta spermatica in coorti
di pazienti maschi infertili [48,49,50]. Nello specifico, questi pazienti
presentavano, per le varianti alleliche GT e T7, una riduzione nei valori suelencati.
In aggiunta a questi studi, sempre di recente, ¢ stato analizzato come la
combinazione di questi 2 SNPs (FSHB-211 G>T e FSHR2039 A>G) possa
impattare in maniera statisticamente significativa alcuni parametri riproduttivi
maschili tra cui FSH ed LH sierici, conta spermatica totale e volumi testicolari,
nello specifico portatori omozigoti dell’allele G di FSHR 2039 A>G presentavano
livelli di FSH significativamente piu alti e volumi testicolari piu bassi in presenza

delle varianti GT/TT di FSHB 211 G>T [41], [52].

2.4.3 Genotipo FSHB/FSHR nella KS

La letteratura ¢ povera di dati e studi per quanto concerne una possibile
associazione fra i genotipi di FSHB/FSHR e lo status clinico e riproduttivo nei
pazienti con KS. Uno studio di Busch et al., pubblicato nel 2015, descrive come
FSHB-211 G>T possa attenuare i livelli sierici di FSH nei pazienti con KS. Lo
stesso studio evidenziava, inoltre, come la terapia sostitutiva con testosterone
(TRT) si sia dimostrata efficace nel ridurre il tipico setting ipergonadotropo della

KS, indipendentemente dal genotipo del paziente [53].
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3. FENOTIPO CLINICO

Known Sigas

Tall Stature
Phenotype Eunuchoid Skeleton (W upper to lower

Figura 1 - Sindrome di Klinefelter: Segni e sintomi della KS in base alla gravita del
fenotipo clinico[10].

Il fenotipo clinico nella KS differisce, anche per molti aspetti, a seconda dell’eta
di presentazione del paziente e della gravita dell’insufficienza androgenica.

In virta della grande variabilita fenotipica, delle diverse cinetiche di insorgenza
dei sintomi e dei segni della malattia e del fallimento da parte dei clinici nel
riconoscere 1 tipici tratti della KS, solo circa il 25-50% dei pazienti ottengono una
diagnosi di certezza della malattia e solo il 10% delle diagnosi avvengono in
epoca pre-puberale o adolescenziale [2,11]. Molte diagnosi sono poste solamente

in eta adulta, ad un’eta media di 30 anni [14, 53].

I principali elementi clinici riscontrabili nella KS sono: ipogonadismo, infertilita,
squilibrio dell’assetto ormonale, anormalita nei caratteri sessuali secondari,
problemi della sfera psico-cognitiva, osteoporosi, problematiche cardiovascolari e

ridotto volume testicolare [1,2,3].
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La presentazione clinica, cosi come ’assetto ormonale dei pazienti con KS, puo
essere molto variabile a seconda dell’eta del paziente in questione. Prima
dell’epoca puberale solo alcune caratteristiche della KS possono essere evidenti:
volumi testicolari ridotti con aumentata consistenza degli stessi, lievi segni di
scarsa androgenizzazione. Fenotipicamente, dunque, un bambino con KS
differisce poco ed in maniera non evidente dagli altri coetanei non affetti dalla

patologia [54].

Nell’adulto, invece, va posto il sospetto di KS in soggetti che si presentano con
fenotipo  “classico”: infertilita (azoospermia/criptozoospermia/oligospermia
severa), disordini della sfera sessuale (calo della libido, disfunzione erettile,
mancato appagamento sessuale), severa ipotrofia testicolare (volume testicolare
<5mL), alta statura con dismetria degli arti, ginecomastia, obesita viscerale con
distribuzione ginoide del peso corporeo, ipogonadismo ipergonadotropo (livelli
stabilmente elevati di LH e FSH) [54,55].

In aggiunta al fenotipo di KS definito “classico”, molti pazienti, soprattutto con
mosaicismo 46,XY/47,XXY potrebbero presentare solo alcuni di questi segni e,
solitamente, di entita lieve o moderata [13,56]. Il paziente con fenotipo ‘“non-
classico” potrebbe presentare solamente alterazione del liquido seminale, ipotrofia

testicolare, lieve innalzamento delle gonadotropine gonadiche [3].

3.1 Assetto ormonale nelle varie fasi della vita

Hallmark endocrinologico della KS ¢ a condizione di ipogonadismo
ipergonadotropo. Il pattern ormonale corrispondente a tale definizione ¢ dunque
caratterizzato da concentrazioni di testosterone basse o normali, elevata
concentrazione di gonadotropine (LH e FSH), bassi livelli di inibinaB e di INSL3
(insulin-like 3), alti livelli di estradiolo [14,54].

La bassa quota di testosterone non ¢ secondaria a patologia ipotalamica o

ipofisaria, ma deriva da un’alterazione primaria del parenchima testicolare[58].

In merito al testosterone, la sua quota attiva (circa 1-2%) ¢ la parte non legata a

proteine plasmatiche, la restante parte si trova legata ad albumina e SHBG.
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Se il legame testosterone-albumina ¢ debole e reversibile, lo stesso non puo dirsi a
riguardo del legame testosterone-SHBG, per tale motivo la quota di testosterone
legata ad SHBG ¢ considerata non biodisponibile[34].

Nella pratica clinica si usa ricavare la quota di testosterone libero tramite la
formula di Vermeulen, che mette in relazione testosterone totale (TT), SHBG ed
albumina sierici [58,59]. 1l testosterone libero calcolato (cFT), rispetto alla sua
concentrazione plasmatica totale, ¢ un indice sicuramente piu accurato dello stato

di ipogonadismol[2].

3.1.1 Eta fetale e neonatale

Lo studio dei livelli di testosterone (settimane 16-20 di gestazione) nel liquido
amniotico di feti con diagnosi prenatale di KS non ha mostrato differenze
statisticamente significative rispetto ad una coorte controllo di feti con cariotipo
46,XY [28,57].

Il periodo neonatale dei pazienti con KS ¢ stato definito una “mini puberta”. I
pazienti presentano infatti livelli di gonadotropine (FSH e LH) elevati. Ridotti, e
dunque simili a quelli che si ripresentano poi durante lo sviluppo puberale, sono le
concentrazioni di inibinaB e testosterone [61]. Questa iniziale condizione di ipo-
androgenizzazione deriverebbe da un precoce status difettivo delle cellule di

Leydig [43].

3.1.2 Infanzia e adolescenza

Durante I’infanzia (stadio pre-puberale) ¢ stato descritto un normale assetto
ormonale di testosterone, FSH, LH, INSL3 ¢ InibinaB [62].

INSL3 ¢ un ormone prodotto durante la vita fetale da cellule di Leydig sane e ben
differenziate in risposta alla stimolazione da parte di LH: ¢ pertanto un marker
sensitivo di una disfunzione o anomala differenziazione delle stesse [63].

Durante la puberta, le concentrazioni di INSL3 e testosterone calano
progressivamente, fino ad assestarsi ai limiti inferiori di norma, nonostante i
livelli di gonadotropine crescano progressivamente per assestarsi a livelli alti, con
I’FSH che sembra mostrare un incremento piu ampio e precoce [62]. Questo

squilibrio ormonale, tuttavia, si dimostra ancora sufficiente al paziente con KS,
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motivo per cui, in questi individui, la crescita e la maturazione proseguono,
seppur con differenze interindividuali. Contestualmente, decrescono i livelli di
InibinaB, mentre 1’estradiolo si stabilizza a concentrazioni sieriche superiori
rispetto alla norma[64].

Inoltre, lo sviluppo puberale ¢ la fase in cui diventano evidenti le modificazioni
patologiche del parenchima testicolare quali la regressione dei tubuli seminiferi,
spermatogoni assenti ¢ mancato differenziamento delle cellule di Sertoli e delle

cellule di Leydig [29,61,63].

3.1.3 Eta adulta

In linea con la definizione di ipogonadismo ipergonadotropo, nell’eta adulta, la
maggior parte dei pazienti con KS presentano valori di testosterone inferiori al
limite di norma e valori di FSH ed LH fortemente elevati [11,64].

Le concentrazioni di INSL3 e di InibinaB calano drasticamente, se comparate a
quelle di adulti non affetti dalla patologia [65,66].

I livelli di estradiolo, in genere, persistono elevati, come conseguenza dell’elevato

stimolo sulle cellule di Leydig [66].

GENETIC PATTERN
(e.g. ¥-inactivation pattern =
CAGn repeats, mosaicism) .

PPy
JIRSENING

PHENOTYPE

WORSENING OF
HORMONAL

* infancy puberty adulthood senescence

N i PATTERN

*

TIME COURSE of THE DISEASE
Age-related changes
Figura 2 - Sindrome di Klinefelter: L'ampio spettro dei fenotipi nella KS dipende dalla
gravita di tutti i suoi componenti (numero di cromosomi X soprannumerari, impatto
genetico dei cromosomi X soprannumerari, gravita dell'ipogonadismo) cosi come dalla
durata della malattia, dal ritardo nella diagnosi della carenza di testosterone e dall'eta
avanzata accompagnata dall'aumento di altre comorbidita [10)].
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3.2 Comorbidita
In aggiunta agli hallmarks clinici che contraddistinguono la KS, essa ¢ associata
ad un ventaglio di comorbiditd che interessano diversi sistemi e apparati

dell’organismo [1,3,11]. La frequenza e la presentazione delle stesse ¢ molto

variabile [68].

Malattie Cardiovascolari

La KS ¢ stata associata ad un incremento del rischio relativo di cardiopatia
ischemica, prolasso della valvola mitrale, varici degli arti inferiori, trombosi

venosa profonda ed embolia polmonare [68,69,70].

Disordini Metabolici

L’aumentato deposito di grasso in sede viscerale, il quale riconosce come causa
sia I’ipogonadismo che fattori genetici, ¢ associato nella KS ad una aumentata
prevalenza di sindrome metabolica, diabete mellito tipo 2, dislipidemia, iper-

trigliceridemia e obesita [71,72,73]

Problematiche Respiratorie

Asma, Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva e polmoniti vengono diagnosticate

piu frequentemente nei pazienti con KS, se comparati con casi controllo [74,75].

Anomalie Muscolo-Scheletriche

La KS, come altre forme di ipogonadismo, ¢ fortemente associata alla riduzione di
massa e mineralizzazione ossea (osteopenia ed osteoporosi) [76,77]. Il rischio di
fratture, in questi pazienti, ¢ notevolmente aumentato rispetto alla popolazione
generale[79].

In aggiunta al quadro di osteopenia/osteoporosi, individui con KS presentano piu
frequentemente osteoartriti, perdita di massa magra e debolezza muscolare[69,77].
Il quadro clinico “muscolare” tende ad essere presente anche dopo la terapia

sostitutiva con testosterone [80].
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Problematiche Neurologiche

La letteratura descrive un’aumentata prevalenza di tremore essenziale e
parkinsonismo. In particolare, il tremore essenziale viene riportato da circa il 20-

25% dei pazienti con KS [14].

Malattie Autoimmuni

I pazienti con KS presentano un aumentato rischio di sviluppare Sindrome di
Sjogren, Lupus Eritematoso Sistemico, Malattia di Addison, Diabete Mellito tipo
1, Sclerosi Multipla, Artrite Reumatoide e Tiroidite di Hashimoto [67,69].

I disordini autoimmuni sono piu frequenti nel sesso femminile, per motivi
ormonali (alti livelli di estrogeni) e genetici (il trascritto XIST, implicato nella
XCI, ¢ stato dimostrato essere implicato nella patogenesi delle malattie
autoimmunitarie)[81]. La presenza di un cromosoma X soprannumerario potrebbe
essere, nei pazienti con KS, uno dei driver dell’aumentato rischio di malattie
autoimmuni, essendo il rischio paragonabile a quello della popolazione femminile

[82].

Problematiche Psico-Cognitive e Sociali

Disturbi dello sviluppo e dell’apprendimento, intesi come difficolta nella
concentrazione, nell’eloquio e nella memoria a breve termine, sono comuni (fino
al 50% nei pazienti con KS “classica” [14,82,83].

Alcune problematiche neuropsichiatriche, come disturbi d’ansia, depressione e
disturbi dello spettro autistico sono stati descritti come piu comuni nella KS
[82,83,84]. Il quoziente intellettivo dei pazienti con KS sembra essere solo
lievemente ridotto (FSIQ medio 90) rispetto alla popolazione generale, e

comunque ben lontano dal range di disabilita intellettiva [86].

Neoplasie

Nella KS, il rischio assoluto per tutte le neoplasia ¢ invariato rispetto alla
popolazione generale [67,69]; tuttavia vi € un aumento dell’incidenza di alcune
neoplasie, tra cui il tumore alla mammella ed 1 tumori extragonadici a cellule

germinali [86,87]. In contrapposizione a cio, per via della ridotta stimolazione
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androgenica presente nella KS, il carcinoma prostatico sembra avere minore

incidenza rispetto alla popolazione generale[89].

L’ampio ventaglio clinico che pud contraddistinguere il paziente affetto da KS ¢
associato ad una ridotta aspettativa di vita (circa 5-6 anni di vita in meno, rispetto

alla popolazione apparentemente sana) [67,89].
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4. TRATTAMENTO
L’obiettivo principale della terapia nella KS ¢ il compenso dello stato di
ipogonadismo ipergonadotropo che caratterizza la malattia e la prevenzione o il

trattamento delle comorbidita associate che possono presentarsi [2,90,91].

Data la grande variabilita delle condizioni che possono accompagnare la KS, il
management terapeutico di questi pazienti pud diventare molto complesso e
richiedere un approccio multidisciplinare che coinvolga andrologi, endocrinologi,
cardiologi, radiologi, urologi, neuropsichiatri infantili, etc.[14,90,91]. Inoltre, la
terapia varia a seconda della presentazione clinica del paziente e della sua eta.

Piu precoce ¢ la diagnosi, migliore sara I’efficacia del trattamento [10].

4.1 Trattamento nelle varie fasi della vita

4.1.1 Infanzia

Durante ’infanzia, i pazienti potrebbero necessitare di logopedia e di supporto
linguistico volti a sviluppare e consolidare le competenze necessarie per il
linguaggio e la comunicazione [93].

Per 1 deficit dell’attenzione o per i disturbi dello spettro autistico ¢ richiesta

I’esperienza di specialisti in neuropsichiatria infantile [82,84,93].
Per ci0 che concerne la terapia sostitutiva con testosterone (TRT), le linee guida
sulla KS della European Society of Endocrinology controindicano 1’utilizzo del

testosterone, ad eccezione dei pazienti che presentino micropene [2].

4.1.2 Adolescenza

Nel paziente adolescente il cui stato di ipogonadismo si trova compensato non ¢
consigliata la TRT [3,14]. D’altro canto, la TRT ¢ consigliata nel caso di un
ritardo dell’accrescimento puberale o in presenza di segni e sintomi di
ipogonadismo associata a livelli sierici di testosterone normali o solo lievemente

ridotti.
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Il principale goal della TRT, in questa fascia d’eta, ¢ il raggiungimento di uno
sviluppo armonico delle caratteristiche sessuali secondarie, 1’incremento della
massa muscolare, della forza e garantire una corretta densita ossea [2,66].

Inoltre, la TRT si ¢ dimostrata efficace anche nel migliorare il tono dell’'umore, la
concentrazione e le abilita sociali nei giovani pazienti aventi questo ventaglio di
problematiche [80].

Il testosterone si ¢ dimostrato in grado anche di correggere gradi lievi di anemia,
per via della sua azione positiva sull’eritropoietina. In piu promuove la sintesi di

linfociti T soppressori[95].

Nonostante I’aumento dei livelli sierici di testosterone tramite TRT porti ad una
riduzione dei valori di gonadotropine (FSH, LH), la terapia non ha effetti sul
volume testicolare e sulla spermatogenesi [3,10,91].

Per quanto concerne la fertilita, 1 giovani pazienti con KS dovrebbero essere
informati sulla possibilita di effettuare il prima possibile la criopreservazione di

spermatozoi da liquido seminale o da biopsia testicolare [2,95,96].

4.1.3 Eta adulta

Per quanto concerne I’infertilita in eta adulta, ¢ consigliata la criopreservazione
degli spermatozoi da liquido seminale eiaculato o mediante estrazione testicolare
degli stessi (TESE, Testicular Sperm Extraction), seguita dall’iniezione
intracitoplasmatica degli spermatozoi all’interno dell’ovocita (ICSI- Intra
Cytoplasmatic Sperm Injection) [98].

La TRT ed il follow up della stessa, invece, mirano a migliorare il desiderio
sessuale, la funzione erettile, 1’osteopenia, i disordini metabolici e tutte le altre
comorbidita che possono avere come causa o concausa la scarsa

androgenizzazione del paziente con KS [11,91].



22

4.2 Potenziale di fertilita nella KS

Una delle sfide clinico-terapeutiche piu importanti nei pazienti con KS ¢ il
desiderio di paternita. Gli uomini con KS sono solitamente infertili (se non sterili),
presentando gonadi molto piccole e azoospermia all’analisi dell’eiaculato [97,98].

Inoltre, come precedentemente spiegato, la storia naturale della degenerazione
testicolare tipica della sindrome ¢ data dalla progressiva fibrosi e ialinizzazione

del parenchima testicolare, fino alla completa perdita di parenchima funzionale

[27,57].

L’avanzamento nelle tecniche di raccolta e di preservazione del tessuto testicolare
(TESE), e dunque di spermatozoi, ha portato ad un aumento sia dei tassi di
raccolta spermatica (SRR, Sperm retrieval rate), sia conseguentemente dei tassi di
gravidanze ottenute mediante metodiche di procreazione medicalmente assistita

(PMA) [99,100].

Ulteriore elemento di complessita nella ricerca di spermatozoi da crioconservare
nei pazienti con KS ¢ il timing della procedura.

All’aumentare dell’eta del paziente, sembra ridursi la possibilita che la ricerca di
spermatozoi a livello testicolare sia positiva [14].

Sebbene in letteratura non vi sia una posizione forte ed univoca nel proporre la
crioconservazione di tessuto testicolare in pazienti prepuberali o adolescenziali,
essa dovrebbe essere sicuramente discussa e presa in considerazione nel rapporto

fra medico andrologo, paziente e familiari [2,98].

L’eta adolescenziale, inoltre, ¢ solitamente il momento di inizio della TRT. In
virtu del fatto che la presenza di testosterone esogeno nei testicoli sopprime la
produzione spermatica endogena ed in virtu del fatto che la funzione testicolare
inizia il suo declino in puberta per poi calare rapidamente in eta adulta, la raccolta
per la criopreservazione potrebbe avere maggiori chances di successo se eseguita

in eta giovanile, e comunque prima di iniziare la TRT [79,98,101].
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5. SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo dello studio ¢ valutare una possibile associazione fra i SNPs dei geni
FSHB/FSHR e alcuni parametri, sia clinici che laboratoristici in pazienti con KS.
La KS ¢ una patologia caratterizzata da ipogonadismo ed ipo-androgenizzazione a
genesi multifattoriale, essendo coinvolti fattori sia genetici che ormonali.

In particolare, pochi sono i dati presenti in letteratura sull’associazione fra i
parametri riproduttivi maschili ed i SNPs dei geni FSHB/FSHR e ancor meno
sono gli studi nei pazienti con KS; pertanto, fra gli obiettivi dello studio, vi ¢

anche quello di porre delle basi per ulteriori, futuri, approfondimenti sul tema.
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6. MATERIALI E METODI

Lo studio ha valutato retrospettivamente una coorte di 473 pazienti con diagnosi
di KS e seguiti presso la UOC di Andrologia e Medicina della Riproduzione
dell’ Azienda Ospedaliera dell’Universita degli Studi di Padova (Italia). Sono stati
inclusi pazienti che hanno ricevuto diagnosi di KS (confermata mediante analisi
genetica del cariotipo) e che sono stati seguiti dalla suddetta UOC in un arco

temporale compreso fra marzo 2003 ed aprile 2024.

6.1 Anamnesi ed esame obiettivo

I soggetti sono stati sottoposti ad una completa valutazione andrologica,
comprensiva di anamnesi ed esame obiettivo, con valutazione antropometrica.

In merito ad anamnesi ed esame obiettivo, ai fini dello studio sono stati inclusi
parametri come: eta alla prima visita (anni), girovita (cm), indice di massa

corporea (BMI, body mass index, kg/m?).

6.2 Esami ematochimici

Sono stati raccolti ed analizzati campioni di sangue venoso periferico. L’ orario di
prelievo era fra le 8:00 e le 10:00 ed i pazienti dovevano presentarsi a digiuno.

I parametri ematochimici inclusi nello studio sono stati: LH (U/L), FSH (U/L), TT
(nmol/L), glicemia (mg/dL), emoglobina glicata (Hb1Ac, %), insulinemia (mU/L),
trigliceridi (mg/dL), colesterolo totale (mg/dL), colesterolo HDL (mg/dL). Il
colesterolo LDL (mg/dL) ¢ stato calcolato mediante la formula di Friedewald
[103]. Il riscontro di un colesterolo LDL calcolato > 116 mg/dL ¢ stato
considerato “ipercolesterolemia LDL >116 mg/dL”.

Inoltre, ¢ stata calcolata la sensibilita insulinica dei pazienti tramite indice

HOMA (homeostasis model assessment) [104].

6.3 Ecocolordoppler scrotale

L’esecuzione di un ecocolordoppler scrotale presso gli ambulatori della UOC di
Andrologia e Medicina della Riproduzione ha permesso la misurazione dei
volumi testicolari (mL). La loro somma ¢ stata utilizzata nel calcolo del Volume

bitesticolare (mL), analizzato come parametro nello studio.
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6.4 Analisi genetica — cariotipo e polimorfismi FSHB/FSHR.

Per I’analisi genetica, volta a confermare la diagnosi di KS mediante cariotipo e
volta a determinare i polimorfismi per i geni FSHB e FSHR, ¢ stata utilizzata la
metodica PCR (Polymerase Chain Reaction) multipla su campione di DNA
genomico estratto da sangue venoso periferico.

Il sequenziamento ¢ stato processato dai sistemi: Illumina MiSeq e Amplyseq
Library Plus+ Custom DNA Panel Illumina.

Successivamente il campione ¢ stato diviso in diversi gruppi a seconda del
genotipo presentante sia per i recettori FSHB (genotipi considerati GG/GT), sia
per FSHR (genotipi A4/AG/GG). Un solo paziente presentava, per il SNP FSHB-
211 G>T, il genotipo 77, ed ¢ pertanto stato escluso in quanto avrebbe

rappresentato un campione statisticamente non significativo.

6.5 Testicular sperm extraction —- TESE

In seguito alla diagnosi di KS, ai pazienti ¢ stata indicata 1’esecuzione di
un’analisi del liquido seminale. Confermata I’azoospermia, ¢ stata poi proposta la
biopsia testicolare per la ricerca di spermatozoi da crioconservare.

La procedura TESE ¢ stata svolta sotto anestesia locale (Spermatic Chord
Anesthesia Block) incidendo la tunica albuginea testicolare e prelevando 2
campioni di tessuto testicolare dal diametro di Smm circa cadauno.

I campioni raccolti sono stati posizionati in una capsula Petri contenente 2mL di
terreno Biggers, Whitten & Whittingham (BWW) (Irvine Scientific, Santa Ana,
California, USA). Successivamente, i campioni sono stati sezionati prima e
triturati finemente con aghi sterili poi, dunque centrifugati per 5 minuti. In seguito,
la sospensione testicolare ¢ stata posta in una provetta da 15mL, aggiungendo 2
mL di terreno fresco. E stata poi eseguita una ulteriore centrifugazione a 1200 x g
x 10 minuti. Il surnatante ¢ stato separato, mentre il pellet ¢ stato sospeso con
ImL di terreno BWW. La sospensione ¢ stata agitata per 10 minuti e
successivamente analizzata dagli operatori mediante microscopia ad
ingrandimento x400 per identificare la presenza degli spermatozoi.

I pazienti che si sono sottoposti alla biopsia testicolare sono poi stati suddivisi in

base alla voce “Recupero spermatozoi”.



26

6.6 Terapia sostitutiva con testosterone

I pazienti sono stati divisi in due gruppi, in base alla presenza o meno di TRT.
Nello specifico il valore “Terapia Assente” indicava che il paziente non aveva mai
assunto testosterone. “Terapia presente”, d’altro canto, era il gruppo di pazienti

che erano in terapia al momento della valutazione andrologica.

6.7 Analisi statistica

L'analisi statistica dei dati ¢ stata condotta con SPSS 23.0 per Windows (SPSS,
Chicago, IL). I risultati sono espressi come media + deviazione standard. 11 test di
Kolmogorov — Smirnov ¢ stato utilizzato per verificare la normalita della
distribuzione. Le variabili che non mostravano una distribuzione normale sono
state trasformate in scala logaritmica. Le caratteristiche dei pazienti sono state
confrontate con il test Chi-quadro per variabili nominali o il test t di Student per
variabili continue. Per il confronto tra genotipi ¢ stata effettuata un'analisi
multivariata con post-hoc test a coppie e correzione di Bonferroni per
confronti multipli. ~ Valori p<0,05 sono stati considerati statisticamente

significativi.



7. RISULTATI

Tabella 1
Totale (n) Media + Deviazione std
Eta alla 1° visita (anni) | 473 31,42 £10,80
Girovita (cm) | 362 96,95 + 16,48
BMI (kg/m?) | 421 25,44 £5,19
LH (U/L) | 443 19,86 £9,16
FSH (U/L) | 436 33,04 £22,51
TT (nmol/L) | 446 16,58 £ 121,69
Glicemia (mg/dL) | 417 84,05 £ 20,78
HblAc (%) | 400 5,50+ 1,79
Insulinemia (mU/L) | 383 11,38 + 12,05
HOMA index | 381 2,47 +£3,36
Coleterolo Totale (mg/dL) | 421 184,59 £ 40,43
Colesterolo LDL (mg/dL) | 418 117,48 £ 34,02
Colesterolo HDL (mg/dL) | 416 49,25 + 13,06
Trigliceridi (mg/dL) | 410 116,60 £ 122,10
Volume bitesticolare (mL) | 412 4,07 £ 1,95

Abbreviazioni: BMI: body mass index; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone
follicolo-stimolante; TT: testosterone totale; Hb1Ac: emoglobina glicata; Volume
bitesticolare: somma dei volumi testicolari
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La Tabella 1 riassume le statistiche descrittive di diverse variabili cliniche

misurate su un campione di pazienti. Per ogni variabile, viene riportato il numero

totale di osservazioni (n), la media e la deviazione standard (SD).
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Tabella 2
FSHB p value
GG (n=130) GT (n=40)
LH (U/L) 19,29 +9,58 24,56 + 10,49 0,001
FSH (U/L) 34,42 + 16,74 30,00 + 13,80 0,194
TT (nmol/dL) 9,72 + 5,44 8,96 + 5,20 0,140
V bitesticolare (mL) 4,08 +1,91 3,97 + 2,54 0,410

Abbreviazioni; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone follicolo-stimolante; TT:
testosterone totale; Volume bitesticolare: somma dei volumi testicolari

In Tabella 2 ¢ riportato il confronto fra i 2 genotipi del gene FSHB (GG e GT) ed
alcuni parametri andrologici, LH, FSH, TT e Volume bitesticolare, espressi come
media + SD.

L’unica variabile, fra i parametri andrologici, che mostra una differenza
statisticamente significativa ¢ LH (p=0.001); in particolare, il genotipo GT ¢
associato a livelli medi maggiori di LH rispetto al genotipo GG.

Le altre variabili (FSH, TT, Volume bitesticolare) non mostrano differenze

statisticamente significative fra le due varianti genotipiche del gene FSHB.
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Tabella 3
FSHB p value
GG (n=91) GT (n=22)
BMI (kg/m?) 24,78 £5,23 23,44 +5,23 0,284
Glicemia (mg/dL) 88,92 + 37,46 84,94 + 10,31 0,623
HblAc (%) 5,88 + 3,60 5,26 £ 0,26 0,425
Insulinemia (mU/L) 13,19+ 18,90 9,72 + 5,47 0,307
HOMA index 3,26 +5,73 2,08+1,35 0,341
Colesterolo Totale (mg/dL) 176,26 + 34,50 166,50 + 40,70 0,253
Colesterolo LDL (mg/dL) 112,76 £ 29,41 102,11 + 35,35 0,146
Colesterolo HDL (mg/dL) 4832+ 12,71 52,41 £ 16,53 0,205
Trigliceridi (mg/dL) 106,60 + 91,76 87,32 + 49,39 0,344

Abbreviazioni: BMI: body mass index; Hb1Ac: emoglobina glicata;

La Tabella 3 descrive un’analisi comparativa fra i due genotipi del gene FSHB e
alcuni parametri metabolici quali BMI, Glicemia, HblAc, Insulinemia, HOMA
index, Colesterolo TOT, Colesterolo LDL, Colesterolo HDL e Trigliceridi,
espressi come media + SD.

Per ciascuna variabile elencata non sono stati riscontrate variazioni statisticamente
significative tra i genotipi GG/GT del gene FSHB. Per tutte le variabili, i p value

sono risultati superiori a 0,05.
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Tabella 4
FSHR p value

AA (n=112) AG (n=181) GG (n=89) AA vs AG A4 vs GG AG vs GG

(Asn680Asn) (Asn680Ser) (Ser680Ser)
FSH (U/L) 3231+14,84  3483+30,20 30,51 +13,57 0,368 0,587 0,153
TT (nmol/dL) 9,99 + 5,27 10,39 £ 5,76 9,77 £ 6,29 0,564 0,787 0,406
V bitesticolare (ml) 4,05+ 1,67 4,09 +2,04 4,02+ 1,83 0,851 0,906 0,761
LH (U/L) 20,22 + 8,39 20,29 + 9,96 19,16 + 8,49 0,948 0,420 0,344

Abbreviazioni; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone follicolo-stimolante; TT:
testosterone totale; Volume bitesticolare: somma dei volumi testicolari

La Tabella 4 confronta i genotipi 44/AG/GG del gene FSHR (codificanti
rispettivamente per i polimorfismi Asn680Asn, Asn680Ser e Ser680Ser) con le
variabili andrologiche FSH, TT, Volume bitesticolare, LH, espresse come media+
SD.

Nessuna delle variabili elencate (FSH, TT, Volume bitesticolare, LH) mostra
differenze statisticamente significative fra i genotipi 44, AG, GG del gene FSHR.

I p-value per tutti i confronti sono superiori a 0,005.
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Tabella 5
FSHR p value

AA (n=89) AG (n=143) GG (n=74) AAvs AG ~ AAvs GG AGvs GG

(Asn680A4sn) (Asn680Ser) (Ser680Ser)
BMI (kg/m?) 2545+ 534 25,61 +5,31 25,67 + 4,70 0,820 0,784 0,931
Glicemia (mg/dL) 84,43 +31,85 83,24 + 21,30 82,08 + 12,40 0,706 0,523 0,729
HblAc (%) 541+1,08 5,44+ 1,02 5,82+ 3,70 0,903 0,193 0,189
Insulinemia (mU/L) 11,45+ 11,22 10,44 + 8,34 12,07 19,35 0,555 0,755 0,369
HOMA index 2,49 +2,83 2,22+2,07 2,70 + 6,00 0,571 0,713 0,348
Colesterolo TOT (mg/dL) 186,90 + 41,33 186,97 + 44,23 184,72 + 36,92 0,990 0,740 0,706
Colesterolo LDL (mg/dL) 121,24 +3421 118,96 + 36,35 117,25+ 32,72 0,628 0,467 0,732
Colesterolo HDL (mg/dL) 47,81 + 11,49 48,81 + 12,50 50,81+ 16,36 0,580 0,155 0,298
Trigliceridi (mg/dL) 104,20 + 71,51 114,62 + 153,88 112,08 + 144,77 0,562 0,706 0,894

Abbreviazioni: BMI: body mass index; Hb1Ac: emoglobina glicata;

In Tabella 5 sono riportate le seguenti variabili (BMI, Glicemia, HblAc,
Insulinemia, HOMA index, Colesterolo TOT, Colesterolo LDL, Colesterolo HDL
e Trigliceridi) per i genotipi A4/AG/GG del gene FSHR, espresse come mediat

SD.

I p-value per tutti i confronti sono risultati superiori a 0,05, indicando 1’assenza di
differenze statisticamente significative tra i genotipi e le variabili considerate. Cio

implica come 1 diversi genotipi non influenzino in modo significativo queste

variabili cliniche e biochimiche.
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Figura 3

Recupero Biopsia FSHB
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La Figura 3 descrive il successo nel recupero degli spermatozoi alla biopsia
testicolare (“Recupero Biopsia”) fra le due varianti genotipiche GG/GT del gene
FSHB. 1l gruppo FSHB-GG (n=56) presenta un numero di pazienti doppio rispetto
al gruppo FSHB-GT (n=23), ma la distribuzione dei risultati (Recupero positivo
vs Recupero negativo) ¢ proporzionalmente simile fra i due gruppi.

II p-value (p=0,586) indica I’assenza di una differenza statisticamente
significativa nel recupero di spermatozoi alla biopsia testicolare fra le due varianti

genotipiche GG/GT.
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Figura 4

Recupero Biopsia FSHR
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La Figura 4 mostra i risultati del recupero degli spermatozoi alla biopsia
testicolare per le tre varianti genotipiche del gene FSHR (AA/AG/GG). 1l p-value
riferito (p=0,289) indica che non vi sono differenze statisticamente significative
nel recupero di spermatozoi fra i 3 gruppi genetici di pazienti.

Analizzando la distribuzione dei valori di recupero di spermatozoi fra i 3 genotipi,
il genotipo A4 presenta una maggiore percentuale di recuperi positivi rispetto agli
altri 2 genotipi (44,6% vs 32,6% vs 32,6%), pur in assenza di significativita

statistica.
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Figura 5

IPERCOLESTEROLEMIA / FSHB
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La Figura 5 mostra e analizza la distribuzione dei pazienti con e senza
“Ipercolesterolemia” (Colesterolo LDL > 116 mg/dL) in relazione ai due genotipi
di FSHB (GG/GT). 1l genotipo GG mostra una maggiore prevalenza (43,4%) di
Ipercolesterolemia rispetto al genotipo GT (23,7%) in maniera statisticamente

significativa (p=0,028)
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Tabella 6
Terapia p value
Assente (n = 290) Presente (n = 152)
LH (U/L) ‘ 20.90 £ 8.21 17,78 £10,43 0,001
Tabella 7
Terapia p value
Assente (n = 287) Presente (n = 148)
FSH (U/L) ‘ 35.66 £ 23.93 27,72 £ 18,26 <0,001
Tabella 8
Terapia p value
Assente (n = 273) Presente (n = 139)
V bistesticolare (mL) ‘ 422 +1,76 3,77 £2,27 0,026

Abbreviazioni; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone follicolo-stimolante; Volume
bitesticolare: somma dei volumi testicolari

Le Tabelle 6,7,8 riportano i valori, descritti come mediat SD, dei livelli ormonali
dei parametri LH, FSH, Volume bitesticolare in relazione alla presenza o meno di
terapia sostitutiva con testosterone (TRT), senza considerare i genotipi di
FSHB/FSHR.

Sia per LH (p=0,001), che per FSH (p<0,001) e Volume bitesticolare (p=0,026) ¢
presente una differenza statisticamente significativa fra i pazienti in terapia o
meno. In particolare, una TRT attuale o pregressa riduce in maniera significativa i

valori delle tre variabili andrologiche considerate.
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Tabella 9
FHSR
AA AG GG
Terapia Terapia Pvalue  Terapia Terapia Pvalue  Terapia Terapia P value
Assente Presente assente presente assente presente
n=74) (n =38) (n=123) (n =58) (n=62) (n=28)
LH (U/L) | 20.69 +7,54 19.31£9,90 0,447 21,71 £8,87 17,27 + 0,002 19.53+7.75 17.99£10.06  0.458
11.45
FSH 34,18 £ 13,11 28,66 + 0,228 38,77+ 33,40 26,47 + 0,001 31,29+10,69 28,35£18,47 0,574
(U/L) 17,35 19,70
V bitestis | 4,04+ 1,37 4,07 £2,17 0,944 4,32+ 1,96 3,62+2,15 0,021 425+1,74  3,52+1,93 0,086
(mL)

Abbreviazioni; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone follicolo-stimolante; Volume
bitesticolare: somma dei volumi testicolari

La Tabella 9 descrive il rapporto fra i livelli di LH, FSH e Volume bitesticolare
in relazione sia ai diversi genotipi di F'SHR che in relazione alla presenza o meno
di TRT.

Per LH, ¢ presente significativita statistica solo nel confronto fra presenza o meno
di terapia nel gruppo di pazienti con genotipo AG (p=0,002). I pazienti con
genotipo AG ed in terapia sostitutiva presentano valori medi di LH
significativamente inferiori rispetto ai pazienti AG non in terapia.

Anche per FSH (p=0,001) e per Volume bitesticolare (p=0,021) & presente
significativita statistica solo nel confronto riguardante il genotipo FSHR-AG.

Per i genotipi FSHR-AA e FSHR-GG, le differenze fra i pazienti in TRT e non in
terapia non sono risultate statisticamente significative in nessuno dei tre parametri

andrologici considerati.
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Tabella 10
FHSB
GG GT
Terapia assente Terapia presente p value Terapia assente Terapia presente p value
(n=96) (n=35) (n=29) (m=11)

LH (U/L) 19,57 £ 8,32 18,21 +£ 12,52 0,482 26,25 £10,30 20,09 + 10,08 0,076
FSH (U/L) 35,25 £ 14,79 31,67 £21,27 0,259 32,79 £ 13,88 22,65+ 10,99 0,075
V' bitesticolare 4,29 £ 1,81 3,50 +2,04 0,048 4,41 £2,71 2,81 £1,55 0,027
(mL)

Abbreviazioni; LH: ormone luteinizzante; FSH: ormone follicolo-stimolante; Volume
bitesticolare: somma dei volumi testicolari

La Tabella 10 mostra 1’analisi fra i livelli di LH, FSH e Volume bitesticolare in
relazione sia ai genotipi di FISHB, sia in base alla presenza o meno di TRT. La
presenza di TRT, in linea generale, abbassa i valori medi di tutte e tre le variabili
considerate, ma non tutte le variazioni sono pero significative da un punto di vista
statistico.

Per il genotipo FSHB-GG, la terapia ha un impatto statisticamente significativo
solo sul Volume bitesticolare (p=0,048), mentre non si osservano differenze
significative per LH (p=0,482) o per FSH (p=0,259).

Nel genotipo FSHB-GT, invece, la presenza di terapia determina una variazione
statisticamente significativa nel Volume bitesticolare (p=0,027) e delle tendenze

vicino alla significativita statistica per LH (p=0,076) ed FSH (p=0,075).
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8. DISCUSSIONE

La KS (47, XXY) ¢ la piu frequente causa di infertilitd nel sesso maschile. La
sindrome ¢ causata da un’aberrazione cromosomica (47,XXY o mosaicismo o
aneuploidie di grado maggiore) che determina la presenza di almeno un
cromosoma X soprannumerario nelle cellule dell’individuo maschile[10].
Inizialmente considerata fra le malattie rare, la KS ¢ in realta presente in circa 1
maschio su 600, rendendosi dunque una patologia ben prevalente ed impattante
all’interno della popolazione generale di sesso maschile[8].

Tipicamente, i pazienti con KS presentano testicoli piccoli e fibrosi ed
azoospermia all’analisi del liquido seminale. Altre caratteristiche tipicamente
associate alla sindrome (ginecomastia, statura alta eunucoide, assenza di sviluppo
dei caratteri sessuali secondari) sono presenti con differenze interindividuali
anche marcate[10].

La KS ¢ associata alla presenza di alcune comorbidita a carico di diversi organi e
apparati come: disturbi cardiovascolari, respiratori, muscolo-scheletrici,
metabolici, autoimmuni, neurologici, psico-cognitivi e sociali. Anche in virtu
delle comorbidita che possono presentarsi nel paziente con KS, I’aspettativa di
vita risulta lievemente ridotta[70], [76].

Una delle caratteristiche salienti della KS ¢ la presenza di un ipogonadismo
ipergonadotropo, caratterizzato da concentrazioni sieriche di testosterone inferiori
alla norma (o normali) e livelli costantemente elevati di LH e FSH[66].

11 trattamento della KS si articola essenzialmente su 3 filoni tematici:

1. La TRT, volta a compensare la mancata produzione di testosterone
endogeno determinata dalla progressiva perdita di parenchima testicolare
propria della storia naturale della malattia. La TRT si ¢ dimostrata efficace
nel miglioramento della qualita di vita dei pazienti con KS, nonché nella
prevenzione e nel miglioramento di alcune delle comorbidita associate[3],
[80], [92].

2. 1l trattamento dell’infertilita, il quale ha subito drastici miglioramento in
seguito allo sviluppo e al progresso delle nuove metodiche di recupero e

criopreservazione di spermatozoi mediante biopsia testicolare (TESE),
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permettendo ad un numero sempre maggiori di pazienti con KS di
realizzare il proprio desiderio di paternita[99], [100], [101].
3. 1l trattamento delle eventuali comorbidita associate, che rende ragione di

un approccio multidisciplinare alla patologia[70].

Negli individui di sesso maschile, I’interazione fra FSH ed il suo recettore FSHR
stimola la proliferazione delle cellule di Sertoli dall’eta fetale all’eta puberale;
nell’adulto, invece, FSH ¢ fondamentale nella spermatogenesi, funzionando come
fattore di sopravvivenza per gli spermatogoni[105], [106]. Per raggiungere una
corretta, qualitativamente e quantitavamente, spermatogenesi ¢ necessario che

I’interazione FSH-FSHR sia ottimale[38].

Recentemente, ¢ andato in crescendo l’interesse a riguardo del possibile effetto
che 1 diversi SNPs dei geni FSHB ed FSHR possano avere sui parametri
riproduttivi maschili[41], [47], in particolare verso i polimorfismi FSHB -211G>T
ed FSHR 20394>G.

Se nelle donne sono stati descritti diversi effetti fenotipici a seconda delle diverse
varianti genotipiche, [’associazione con parametri riproduttivi e metabolici
maschili rimane ancora poco chiara[42], [43]. Inoltre, ancor meno ¢ stato studiato

il potenziale di questi SNPs nei pazienti con KS[53].

In letteratura ¢ stato descritto come, nella popolazione maschile con infertilita
idiopatica, per il SNP FSHB -211G>T, la presenza di almeno un allele T (genotipi
GT/TT) sia associata a livelli significativamente inferiori di FSH sierico e di
Volume testicolare[49], [50], nonché a livelli di LH significativamente superiori
per quanto riguarda i pazienti con genotipo 77[52]. Inoltre, anche i livelli di
testosterone si sono dimostrati statisticamente inferiori nei soggetti con genotipo

GT/TTT107].

Per quanto riguarda invece il SNP FSHR 20394>G, la presenza dell’allele-G ¢
stata associata, in alcuni studi, a livelli di FSH superiori e di Volume testicolare

inferiori rispetto ai pazienti con genotipo FSHR-AA. Gli stessi studi, tuttavia non
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identificano variazioni sufficientemente significative dei valori di LH in base al
genotipo FSHR [52], [108]. Altri studi, d’altro canto, non hanno descritto una
chiara associazione fra FSHR 20394>G e i parametri riproduttivi maschili in

coorti di pazienti infertili[41], [47].

E stato inoltre descritto come, per questi due SNPs (FSHB -211G>T e FSHR
20394>@G), le varianti genotipiche meno prevalenti nel sesso maschile siano
associate significativamente a parametri andrologici peggiori (infertilita,
oligo/azoospermia) rispetto ai genotipi piu frequenti (FSHB-GG e FSHR-AA)[50],
[51], [109].

In aggiunta, alcune combinazioni genotipiche fra i SNPs di FSHB e FSHR sono
state associate a parametri seminali peggiori: in particolare, FSHB -211G>T
sembra avere un impatto 2-3 volte superiore rispetto a FSHR 20394>G sui valori
di FSH e di Volume testicolare [52].

E stato inoltre dimostrato come la presenza di un trattamento a base di FSH possa
migliorare alcuni parametri riproduttivi in pazienti infertili con polimorfismo di
FSHR. E stato quindi suggerito che questi SNPs possano, in futuro, rappresentare
dei marcatori e dei predittori sia della funzione riproduttiva maschile che di una

eventuale risposta terapeutica[48], [51].

Quanto appena descritto, pero, riguarda studi su popolazioni di individui maschi
con infertilita di coppia idiopatica, reclutati solo dopo aver escluso cause note di
infertilita (oncologiche, infettive, genetiche, etc..).

La KS ¢, infatti, la causa genetica di infertilita maggiormente prevalente nel sesso
maschile: fra tutte le possibili cause di infertilita, essa ¢ presente in circa il 3-4%

dei maschi infertili[11].

In letteratura, un solo studio (Busch et al, 2015) ha indagato il possibile effetto
che FSHB -211G>T e FSHR 20394>G possano avere nel setting ipergonadotropo
tipico della KS[53]. In particolare, i pazienti coinvolti sono stati divisi in pazienti
con TRT attiva ed in pazienti senza TRT. In merito a FSHB -211G>T,

significativo ¢ stato il riscontro, da parte di Busch et al. di livelli sierici ridotti di



41

FSH per i genotipi GT/TT nella coorte di pazienti non trattati. Altri parametri
andrologici (come LH, TT e Volume bitesticolare) non hanno trovato associazioni
significative.

Inoltre, ¢ importante menzionare come lo studio di Busch et al. dimostri che la
presenza di TRT abolisca sia la precedente associazione fra livelli sierici di FSH e
["allele T del gene FSHB che in generale le differenze nei livelli di FSH fra i vari
genotipi di F'SHB.

Per quanto riguarda FSHR 20394>G, Busch et al. non hanno dimostrato alcuna
associazione significativa per i parametri andrologici considerati, sia nei pazienti

in trattamento che nei pazienti in assenza di terapia[53].

Il nostro studio ¢ il secondo che indaga la possibile associazione fra alcuni
parametri andrologici (LH, FSH, TT, Volumi testicolari), i polimorfismi FSHB -
211G>T e FSHR 20394>G e la presenza o meno di TRT nei pazienti con KS. E
inoltre il primo studio, sempre in una coorte di pazienti con KS, che vuole
descrivere se e come cambiano, in base ai genotipi studiati, la percentuale di
recupero di spermatozoi da biopsia testicolare e 1’andamento di alcuni parametri
metabolici (BMI, Glicemia, Hb1Ac, Insulinemia, HOMA index, Colesterolo TOT,
Colesterolo LDL, Colesterolo HDL e Trigliceridi).

La prima parte dello studio ha indagato la possibile associazione fra i genotipi di
FSHB/FSHR, alcuni parametri andrologici (LH, FSH, TT, Volume bitesticolare),
altri metabolici (BMI, Glicemia, Hb1Ac, Insulinemia, HOMA index, Colesterolo
TOT, Colesterolo LDL, Colesterolo HDL e Trigliceridi) e la percentuale di
successo nel recupero di spermatozoi da biopsia testicolare, il tutto valutando la

significativita statistica indipendentemente dalla presenza o meno di TRT.

In merito a FSHB -211G>T ¢ stato trovato che il genotipo GT presenta livelli
medi di LH significativamente piu alti rispetto al genotipo GG (19,29 £ 9,58 vs
24,56 = 10,49; p=0,001). Quanto trovato risulta in linea con alcuni studi

riguardanti I’associazione fra /’allele-T di FSHB -211G>T e I’infertilita maschile
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idiopatica[52]. Per contro, altri studi condotti in pazienti maschi infertili hanno
segnalato una variazione significativa nei valori di FSH, TT, Volume bitesticolare
in base all‘allele T cio non ¢ stato dimostrato nel nostro studio[49], [50], [107].
Lo studio di Busch et al. nei pazienti con KS ha valutato questi 4 parametri
unicamente dopo stratificazione dei pazienti in base alla presenza o meno di TRT,
pertanto non ¢ stato possibile effettuare un confronto[53].

In merito alla valutazione dei parametri metabolici, non ¢ stata trovata nessuna
variazione statisticamente significativa fra i valori medi delle variabili considerate
ed 1 genotipi GG/GT. Tuttavia, considerando la presenza di ipercolesterolemia (se
Colesterolo LDL > 116 mg/dL) ¢ stato notato come il genotipo GG sia associato
significativamente ad una prevalenza maggiore di soggetti affetti da
ipercolesterolemia (43,4% vs 23,7%; p=0,028). Per quanto riguarda il recupero di
spermatozoi alla biopsia testicolare non sono state riscontrate differenze

statisticamente significative fra i due genotipi in esame.

Per quanto riguarda il SNP FSHR 2039A4>G, nessuna variabile fra LH, FSH, TT e
volume bitesticolare una variazione significativa fra i tre genotipi. Quanto appena
esposto ¢ in linea con alcuni studi che non hanno dimostrato un impatto
significativo del genotipo di FSHR[41], [47]. Alcuni studi, tuttavia, hanno
dimostrato variazioni statisticamente significative di LH in base al genotipo di
FSHR[52], [108].

In merito ai parametri metabolici precedentemente considerati e alla percentuale
di successo nel recupero di spermatozoi alla biopsia testicolare, non sono state
trovate associazioni statisticamente significativi nel confronto tra genotipi.

Pur in assenza di significativita statistica, il genotipo FSHR-AA presenta una
maggiore percentuale di recuperi positivi rispetto agli altri due genotipi (44,6% vs

32,6% vs 32,6%).

La seconda parte di analisi statistica ha valutato il potenziale impatto dei genotipi
di FSHB/FSHR anche in base alla presenza o meno di una TRT (sezione 6.
“Materiali e Metodi”).
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In primis ¢ stato dimostrato come, indipendentemente dal genotipo di
FSHB/FSHR, la presenza di TRT abbassi significativamente i livelli di LH
(p=0,001), FSH (p<0,001) e Volume bitesticolare (p=0,026) nei pazienti in TRT,
rispetto ai pazienti che non hanno mai assunto terapia sostitutiva in passato.
Quanto appena detto ¢ in linea con la letteratura scientifica, in quanto la presenza
di testosterone (in questo caso esogeno) agisce mediante feedback inibitorio

sull’asse ipotalamico-ipofisario[34].

La nostra analisi ha dimostrato che, sia per il genotipo GG che per il genotipo GT
di FSHB -211G>T, ¢ il solo Volume bitesticolare a ridursi significativamente nei
pazienti con TRT. Inoltre, nessuna variazione significativa di LH e FSH ¢ stata
trovata in relazione alla TRT.

Per quanto concerne il SNP FSHR 20394>G ¢ emerso che, per il genotipo 4G, la
presenza di TRT abbassa significativamente i valori medi sia di LH (p=0,002),
che FSH (p=0,001) e Volume bitesticolare (p=0,021).

Per una completa valutazione dei risultati ottenuti, sebbene statisticamente
rilevanti, € necessario riconoscere ¢ discutere alcune limitazioni dello studio:

- La mancanza del genotipo 77 del SNP FSHB -211G>T: questo genotipo ¢
stato descritto come potenzialmente impattante sui parametri andrologici
considerati nell’ambito della valutazione del potenziale di fertilita
maschile; tuttavia la coorte di pazienti presa in esame presentava un solo
paziente con genotipo FSHB-TT, motivo per cui il paziente ¢ stato escluso
dallo studio in quanto avrebbe rappresentato un campione statistico
numericamente non significante[51], [52], [107].

- L’impossibilita di valutare i pazienti con KS a mosaico, in quanto variante
genetica non inclusa nello studio. Le forme di KS con mosaicismo sono
tendenzialmente associate ad un fenotipo clinico ed un assetto ormonale
meno alterati rispetto alla forma classica o alle forme con aneuploidie di
grado maggiore; pertanto, anche questo sottogruppo cariotipico potrebbe

beneficiare di ulteriori studi in merito[13].
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La mancata stratificazione dei pazienti per eta ¢ BMI, in quanto entrambe
si sono dimostrate variabili determinanti nell’influenzare 1 livelli di
gonadotropine e dei parametri riproduttivi nel sesso maschile[110], [111].

Un ulteriore limite del nostro studio ¢ I’assenza di una stratificazione
approfondita della terapia nella coorte di pazienti. Si raccomandano
pertanto ulteriori studi, aggiungendo un ulteriore cut-off temporale nella

stratificazione dei pazienti in base alla terapia assunta.
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9. CONCLUSIONI

In conclusione, solo recentemente ¢ stato indagato il possibile ruolo che i
polimorfismi a singolo nucleotide dei geni FSHB/FSHR possano avere nel
determinare i parametri andrologici e riproduttivi in coorti di pazienti maschi con
infertilita idiopatica di coppia; per quanto concerne la sindrome di Klinefelter la
letteratura presenta un numero ancor piu esiguo di dati.

Sebbene il nostro studio abbia evidenziato delle associazioni statisticamente
significative fra alcuni parametri andrologici e/o metabolici ed il genotipo di
FSHB/FSHR, 1 risultati ottenuti, tuttavia, non supportano ancora un loro utilizzo
nella stratificazione clinico-terapeutica dei pazienti con KS.

Sara necessario condurre ulteriori studi per consolidare e ampliare le conoscenze

acquisite.
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