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Riassunto

Background. L ormone antimulleriano(AMH) ¢ una glicoprotei-
na dimerica, originariamente identificato a causa del suo ruolo nella
differenziazione del sesso maschile. Infatti, espresso dalle cellule
del Sertoli dei testicoli fetali, I’ AMH induce la regressione dei dotti
mulleriani. In assenza di AMH i dotti mulleriani evolvono in utero,
salpingi, e nella parte superiore della vagina. Nelle donne & prodotto
dalle cellule della granulosa, dai follicoli preantrali ed antrali ed il suo
maggior ruolo fisiologico nell’ovaio sembra limitato all’inibizione
dello sviluppo degli stadi precoci del follicolo. L’AMH ¢ stato studiato
per la sua eventuale utilita clinica : diagnosi di intersessualita nei bam-
bini, diagnosi di criptorchismo e anorchia, diagnosi di puberta precoce
o ritardata, diagnosi dei tumori della granulosa, funzionalitd ovarica
in donne che hanno fatto chemioterapia, determinazione dello stato
funzionale ovarico della donna, diagnosi e follow-up della sindrome
dell’ovaio policistico.

Obiettivi. scopo di questa breve rassegna ¢ quello di vedere lo
“stato d’arte” nello studio dell’AMH, le criticita e le eventuali pro-
spettive future

Methodi. revisione della letteratura pil recente

Risultati. ancora vi sono tanti punti da chiarire circa tutte le attivita
dell’ AMH. Le tecniche di trattamento dei campioni sierici e di dosaggio
ormonale vanno ulteriormente uniformate

Discussione. negli ultimi anni si ¢ accertato che I’AMH non ¢ solo
uno semplice ormone maschile, ma si sta mostrando come strumento
prezioso per una migliore comprensione delle funzione ovarica sia nei
giovani che nelle donne in eta adulta. Al momento attuale I’uso clinico
del dosaggio sierico dell’ AMH ha ancora problemi tecnici. Clin Ter
2017; 168(1):e14-22. doi: 10.7417/CT.2017.1976
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Introduzione

L’ormone antimulleriano (AMH) ¢ una glicoproteina
dimerica, originariamente identificato a causa del suo ruolo
nella differenziazione del sesso maschile. Infatti, espresso
dalle cellule del Sertoli dei testicoli fetali, I’AMH induce la
regressione dei dotti mulleriani. In assenza di AMH i dotti
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Abstract
Anti-Miillerian hormone: A brief review of the literature

Background. Anti-Miillerian hormone (AMH) is a dimeric glyco-
protein, which was originally identified because of its role in male
sexual differentiation. In fact, AMH is expressed by the Sertoli cells
of the foetal testes and induces the regression of the Miillerian ducts.
In the absence of AMH, the Miillerian ducts evolve in the uterus, fal-
lopian tubes and in the upper part of the vagina. In women AMH is
produced by granulose cells, pre-antral and antral follicles and its major
physiological role in the ovaries seems to be limited to inhibiting the
development of the earliest stages of follicular development. AMH has
been studied because of its potential clinical utility: the diagnosis of
intersexuality in children, the diagnosis of criptorchism and anorchia,
the diagnosis of early or delayed puberty, the diagnosis of granulosa
cell tumours, ovarian function in women who have undergone chemo-
therapy, the determination of female ovary function and the diagnosis
and follow-up of polycystic ovarian disease.

Aim. The objective of this brief review is to ascertain the current
status of studies on AMH and potential future prospects.

Methods. Review the most recent literature.

Results: There are still several points that need to be clarified
with regard to all of the activities of AMH. The techniques for han-
dling serum samples and hormone assays need to be made even more
uniform.

Discussion. In recent years, it has been found that AMH is not
only a male hormone, but it is being proven to be a valuable tool to
better understand ovarian function, both in young people and in adult
females. At the moment, the clinical use of serum assays for AMH
still faces technical problems. Clin Ter 2017; 168(1):e14-22. doi:
10.7417/CT.2017.1976
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mulleriani evolvono in utero, salpingi, e nella parte superiore
della vagina. Nelle donne ¢ prodotto dalle cellule della gra-
nulosa, dai follicoli preantrali ed antrali ed il suo maggior
ruolo fisiologico nell’ovaio sembra limitato all’inibizione
dello sviluppo degli stadi precoci del follicolo(1). L’AMH
¢ stato studiato per la sua eventuale utilita clinica : diagnosi
di intersessualita nei bambini, diagnosi di criptorchismo e
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anorchia, diagnosi di puberta precoce o ritardata, diagnosi
dei tumori della granulosa, funzionalita ovarica in donne
che hanno fatto chemioterapia, determinazione dello stato
funzionale ovarico della donna, diagnosi e follow-up della
sindrome dell’ovaio policistico.

Cenni di anatomia

Apparato genitale femminile: € composto dalle ovaie, le
tube, I’utero e la vagina che costituiscono i genitali interni;
poi vi ¢ la vulva che costituisce la parte esterna. L’ ovaio ¢
1’organo preposto alla produzione degli ovociti. E un organo
pari ,cioe ogni donna ne possiede due, nella donna adulta ha
forma e dimensioni di un dattero. E alloggiato nella cavita
addomino-pelvica, a ridosso della parete laterale ossea del
bacino, in una nicchia(fossetta ovarica).Alla parete del ba-
cino ¢ appeso tramite un peduncolo che contiene i vasi san-
guigni; mentre un altro peduncolo lo collega all’utero. In tal
modo la sua superficie ¢ libera ed ¢ proprio dalla superficie
che vengono emesse, nell’eta fertile, con cadenza mensile
le cellule uovo. Sezionando I’ ovaio ed esaminandone la sua
struttura al microscopio si possono distinguere due parti: una
interna, midollare, contenente anche alcune cellule deputate
alla produzione di ormoni maschili, gli androgeni, ed una
parte esterna corticale contenente le cellule uovo; ognuna
di esse ¢ circondata da una singola fila di cellule che la rac-
chiudono come in un nido; tale formazione prende il nome
di follicolo primordiale. Le ovaie di una giovane donna
contengono parecchie migliaia di follicoli primordiali. A
ogni ciclo mestruale uno di essi ¢ destinato ad accrescersi
per il riprodursi in piu strati delle cellule che circondano
I’uovo, denominate cellule della granulosa e si trasforma,
in 10-14 giorni in una piccola cisti ripiena di liquido che
puo raggiungere il diametro di 20-25 mm, contenente al
suo interno la cellula uovo che nel frattempo va maturando.
Nel crescere il follicolo si avvicina alla superficie dell’ ova-
i0, la sua parete si assottiglia fino ad aprirsi ed emettendo
I’uovo(ovulazione). Subito dopo il follicolo, oramai vuoto,
collabisce dando luogo al corpo luteo, il quale dopo circa 14
giorni si cicatrizza. Le cellule che costituiscono il follicolo
ovarico producono in prevalenza ormoni femminili, le cellule
del corpo luteo producono progesterone. La cellula emessa
dall’ovaio viene convogliata verso I’ utero attraverso le tube
di Falloppio. Si tratta di due canali, uno per lato, lunghe circa
10 cm che spingono I’'uovo verso I’utero tramite movimenti
peristaltici. L'utero € un organo unico situato al centro del
bacino tra I’intestino retto e la vescica. La sua principale
funzione ¢ quella di accogliere, contenere, fare sviluppare
ed espellere, una volta raggiunta la maturita, il feto.

Apparato genitale maschile: questo apparato ha due
funzioni di base: produrre spermatozoi, secernere androge-
ni. Anche questo ¢ composto da una parte interna e da una
parte esterna. I testicoli, che sono la sede di produzione
degli spermatozoi sono situati dentro una borsa(scroto) e
sotto il pene. Il margine superiore del testicolo € sormontato
dall’epididimo che & un piccolo dotto che collega i dotti
efferenti ed afferenti del testicolo. Gli spermatozoi che
si sono formati nel testicolo entrano nell’epididimo e qui
vengono immagazzinati per un paio di settimane ove com-
pletano la maturazione. Durante 1’eiaculazione si si hanno

dei movimenti peristaltici del dotto deferente che li fanno
progredire .Sempre nei dotti si mescolano ai fluidi delle
vescicole seminali e quindi acquisiscono fluidita. Il testicolo
¢ formato dai tubuli seminiferi contorti con una parete che ¢
costituita dall’epitelio germinativo e dalle cellule del Sertoli.
Nel testicolo vi sono poi le cellule di Leydig che producono
testosterone ed androsterone che stimolano la spermatogene-
si e sono responsabili dei caratteri sessuali secondari.

Sviluppo sessuale embrionale

Oggi sappiamo che la differenziazione in senso maschile
o femminile dipende da diversi fattori che agiscono soprat-
tutto in gravidanza in 4 fasi: determinazione genetica del
sesso, differenziazione delle gonadi in testicoli od ovaie,
quella dei genitali esterni ed interni e quella del cervello.
Oltre a questi principali gruppi esiste poi il contesto sociale e
familiare in cui il neonato cresce. Tutto ci0 porta alla identita
di genere, cio¢ all’insieme di percezioni, sensazioni, convin-
cimenti per cui un individuo si sente maschio o femmina e
che di solito coincide col sesso biologico. Il primo elemento
a determinare il sesso biologico & quello genetico: nell’'uvomo
si ha la coppia 46 XY e nella femmina si ha la coppia 46
XX. In realta per i primi 40 giorni di vita dell’embrione,
indipendentemente dal corredo cromosomico, le gonadi sono
indifferenziate ma ci sono solo un abbozzo dell’apparato
genitale femminile (dotti di Muller)ed un altro abbozzo
dell’apparato maschile(dotti di Wolff). Solo dalla sesta
settimana di gravidanza inizia il differenziamento sessuale
guidato dalla presenza o meno del cromosoma Y. Su questo
cromosoma infatti & presente un gene ,detto sex determing
region Y(SRY) che attraverso la produzione dell’ormone
antimulleriano(AMH) indirizza lo sviluppo in senso maschi-
le promuovendo la trasformazione delle gonadi in testicoli
ed inibendo lo sviluppo dei dotti di Muller, mentre nelle
femmine lo sviluppo delle ovaie avviene automaticamente.
L AMH esercita i suoi effetti biologici attraverso un recet-
tore transmembrana serina/treonina chinasi di tipo 2 che ¢
specificamente espresso nelle gonadi e nelle cellule mesen-
chimali adiacenti ai dotti mulleriani, inoltre si € riscontrato
nelle cellule della teca dei follicoli preantrali e nei piccoli
follicoli antrali. Oltre ad essere responsabile della formazio-
ne dei testicoli, il gene SRY, tramite I’AMH, & responsabile
di una catena di eventi fondamentali per la formazione dei
genitali interni maschili. Da un lato impedisce lo sviluppo in
senso femminile provocando la regressione dei dotti di Mul-
ler, che costituiscono 1’abbozzo delle vie genitali femminili.
Dall’altro promuove lo sviluppo nel testicolo di cellule che,
a partire dalla ottava settimana di gravidanza cominciano a
produrre elevati livelli di testosterone. A sua volta questo
ormone promuove la mascolinizzazione stimolando i dotti
di Wolff, da cui, dopo sette settimane di gravidanza si ori-
ginano gli organi genitali interni maschili. Nelle femmine,
I’assenza del cromosoma Y e quindi del gene SRY porta
direttamente allo sviluppo dei dotti di Muller che ,intorno
alla nona settimana di vita uterina formano i genitali interni:
utero, tube di Falloppio e parte superiore della vagina. Du-
rante la gravidanza I’influenza degli ormoni prodotti dalla
madre e dal feto avviene anche la differenziazione sessuale
del cervello, che riguarda soprattutto 1’ipotalamo, regione
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coinvolta nella regolazione di molti ormoni .La differenza
sostanziale tra ipotalamo maschile e quello femminile sta nel
fatto che nel maschio la produzione ¢ continua nel tempo,
mentre nella donna ¢ ciclica.

LAMH nello sviluppo sessuale

L’ormone antimulleriano (AMH) ¢ una glicoproteina
dimerica, originariamente identificato a causa del suo ruolo
nella differenziazione del sesso maschile. Infatti, espresso
dalle cellule del Sertoli dei testicoli fetali, 1’ AMH induce la
regressione dei dotti mulleriani. In assenza di AMH i dotti
mulleriani evolvono in utero, salpingi, e nella parte superiore
della vagina. Nelle donne ¢ prodotto dalle cellule della gra-
nulosa, dai follicoli preantrali ed antrali ed il suo maggior
ruolo fisiologico nell’ovaio sembra limitato all’inibizione
dello sviluppo degli stadi precoci del follicolo (1). L' AMH
¢ stato studiato per la sua eventuale utilita clinica : diagnosi
di intersessualita nei bambini, diagnosi di criptorchismo e
anorchia, diagnosi di puberta precoce o ritardata, diagnosi
dei tumori della granulosa, funzionalita ovarica in donne
che hanno fatto chemioterapia, determinazione dello stato
funzionale ovarico della donna, diagnosi e follow-up della
sindrome dell’ovaio policistico. ’AMH agisce legandosi
ad un sistema di recettori eterodimerici detti di tipo I e II
che sono nelle cellule progenitrici degli organi sessuali. 11
recettore tipo II (AMHRII), & specifico e indispensabile per
I’attivita dell’ AMH. L’espressione dell’ AMH e del AMHRII
inizia presto nei follicoli primordiali che vengono reclutati
per la crescita e cio suggerisce che I’AMH sia un regolatore
dello sviluppo follicolare (2). Nella donna adulta I’AMH
agisce in modo simile inibendo lo sviluppo dei follicoli pre-
antrali (<4 mm).Il suo ruolo ¢ stato studiato prevalentemente
tramite 1’analisi dei follicoli nelle ovaie di animali AMH
deficienti. In vivo essenzialmente esso inibisce la sensibilita
dei follicoli all’ormone follicolostimolante (FSH) ed in vitro
inibisce la crescita indotta dall’FSH dei follicoli preantrali
(3). Recentemente si ¢ ipotizzato che I’AMH eserciti un
ruolo inibitorio sulla capacita aromatizzante delle cellule
della granulosa (4,5).

L’AMH ¢ codificato dal braccio corto del cromosoma
19 (banda 19p13.3) delle cellule del Sertoli; ¢ presente in
alte concentrazioni nel maschio fino alla puberta e succes-
sivamente tende a diminuire con I’eta. In caso di alterazione
della produzione di AMH si puo avere:

— Puberta precoce o ritardata: in genere la diagnosi si fa
utilizzando anche il dosaggio dell’ormone luteinizzante

e del testosterone
— Criptorchidismo e anorchia: i livelli di AMH possono

essere usati per distinguere i testicoli ritenuti (AMH

normale) dalla anarchia (valori estremamente bassi di

AMH)

— Intersessualita nei bambini: in genere il dosaggio del

TSH si associa a quello del testosterone per valutare

la funzionalita delle cellule del Sertoli e quelle di

Leydig.

Ci sono molte condizioni in cui lo sviluppo genitale &
atipico e spesso per motivi congeniti. Ad es nei soggetti
46XY si ha una incompleta od assente mascolinizzazione,
per difetti nella differenziazione gonadale o nella sintesi

dell’AMH o degli androgeni. In base alla severita del
difetto il paziente ha aspetto femminile che pud essere
associato a criptorchidismo o presenza di micropene. La
fertilita ¢ legata alla gravita della malattia. Se il disordine &
molto amplio, talora si pud avere un aspetto da maschio ed
anche una modesta spermatogenesi. Il quadro ovviamente
dipende dal fatto che il disordine che provoca I’errata dif-
ferenziazione puod essere di varia natura( es per ’AMH le
mutazioni possono riguardare la sintesi dell’ AMH stesso o
dei suoi recettori) e di varia gravita(6). L’AMH ¢ espresso
nelle cellule della granulosa dei follicoli pit piccoli ma in
crescita. Negli animali la sua presenza ¢ stata rilevata gia
nei follicoli primordiali e valori elevati sono stati riscontrati
nei follicoli preantrali e antrali. L’AMH non ¢ invece stata
rilevata nella granulosa durante le fasi stimolate dell’ormo-
ne follicolostimolante (FSH) e nel corpo luteo. Nell’ovaio
umano ¢ tuttavia ¢ ancora riscontrabile nelle cellule in fase
preovulatoria (7). Il ruolo funzionale dell’AMH nella folli-
cologenesi ovarica ¢ stato individuato usando dei follicoli
di topi AMH deficienti. In tali topi i follicoli primordiali
vengono arruolati ad un ritmo piu veloce risultandone un
esaurimento gia in eta piti giovane(8). Si ipotizza, quindi,
che I’ AMH abbia una funzione inibitoria sui follicoli primor-
diali e sulla loro maturazione. In assenza di AMH le ovaie
contengono piu follicoli in maturazione; ma i topo AMH
deficienti hanno una ovulazione normale. L’ incremento della
degenerazione follicolare fino alla sua atresia suggerisce che
I’ AMH potrebbe anche essere un elemento di sopravvivenza
per i follicoli pill piccoli ma in crescita. Quindi si potrebbe
ipotizzare che I’AMH ¢ coinvolto nella regolazione della
crescita dei follicoli e che ne regola la soglia di sensibilita
all’FSH. Si ipotizza anche che I’AMH sia coinvolto nella
crescita del follicolo prima della selezione finale. Esiste un
noto meccanismo che assicura tramite 1’estradiolo (E2) e le
gonadotropine che I’ovulazione venga attivata al momento
giusto. Recentemente si ¢ ipotizzato che I’ AMH possa eser-
citare un ruolo fisiologico inibendo la capacita aromatizzante
della granulosa fino al momento della selezione follicolare.
Molti studi dimostrano che I’AMH rimane ad alti livelli
sino a che il follicolo raggiunge un diametro di 8§ mm(9).
La concentrazione intrafollicolare nei follicoli antrali mostra
una graduale riduzione con I’ingrossamento del follicolo ed
ha un netto crollo quando il follicolo raggiunge gli 8 mm
di diametro. Questo rapido declino dell’AMH corrisponde
con la selezione del follicolo dominante poiché nello stes-
so periodo si ha la transizione da una bassa produzione di
estrogeni ad un loro netto aumento (Fig.l modificata da
van Houten et al 2010).

Nel maschio con I’eccezione di una diminuzione tran-
sitoria nel periodo perinatale, la secrezione testicolare di
AMH si mantiene a livelli elevati fino alla puberta, periodo
in cui la maturazione delle cellule del Sertoli ¢ caratterizzata
da una diminuita produzione di AMH, legata allo stadio
dello sviluppo puberale. La diminuzione piu significativa
dei livelli sierici si verifica durante gli stadi di Tanner II e
IIT dello sviluppo puberale, simultaneamente all’aumento
della concentrazione intratesticolare di testosterone, evento
che avviene prima dell’aumento del testosterone circolante.
La contemporanea presenza sia di AMH che di testostero-
ne durante la vita fetale e nel primo mese dopo la nascita,
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Fig. 1. AMH e follicologenesi

nonostante 1’esistenza di un feed back negativo da parte del
testosterone sulla regolazione dell’ AMH, appare spiegabile
con il fatto che il testosterone nel feto e nei neonati non
sembra riuscire ad inibire I’AMH per ’assenza di espres-
sione del recettore degli androgeni nelle cellule del Sertoli,
tale espressione aumenta progressivamente dopo la nascita.
Negli adulti maschi i livelli di AMH rimangono bassi. Nelle
femmine la produzione di AMH avviene nelle cellule della
granulosa dell’ovaio; inizia nel periodo perinatale, rimane
bassa durante la vita riproduttiva(con un piccolo picco
dopo la pubertd) e diventa molto bassa dopo la menopausa.
La sua espressione si riscontra nei follicoli in stadi diversi
della follicologenesi. La produzione ¢ predominante nella
fase pre-antrale e antrale precoce dei follicoli(diametro <
4mm) e diminuisce durante il processo di maturazione finale
e la luteinizzazione. ' AMH contribuisce al reclutamento
iniziale ed alla selezione del follicolo dominante. L’AMH
¢ prodotto nell’ovaio dai follicoli in crescita (primari ed
antrali), secondo due meccanismi di azione: inibizione del
reclutamento iniziale dei follicoli e inibizione della crescita
FSH dipendente e della selezione dei follicoli antrali. Dalla
nascita alla puberta le dimensioni delle ovaie e la presenza di
follicoli antrali aumentano gradualmente, raggiungendo un
picco dopo la puberta, quando sia la riserva ovarica(legata
alla capacita riproduttiva) che i livelli di AMH raggiungono
il loro livello massimo. La diminuzione della riserva ova-
rica con I’invecchiamento ¢ dovuta al declino del numero
dei follicoli; I'’AMH gradualmente si riduce fino a livelli
molto bassi dopo la menopausa, quando la riserva ovarica
¢ completamente esaurita (16). I livelli di AMH delle donne
sono inferiori a quelli dei maschi e restano tali per tutta la
vita. Variazioni non significative di AMH durante il ciclo
mestruale permettono, nella pratica clinica, di poter fare
misurazioni sieriche random durante tutto il periodo del
ciclo mestruale (17).

Cyefic recruitment
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AMH e alcune anomalie nella determinazione e
differenziazione sessuale

Il gene cromosomico dell’ AMH ¢ sul braccio corto del
cromosoma 19 p13.3.Tale gene ¢ formato da 275 bp ed ¢
suddiviso in 5 esoni. L’estremita 3° del quinto esone codi-
fica la porzione bioattiva della molecola; il gene dell’ AMH
umano contiene un iniziatore funzionale (Inr). Lo studio
del gene umano ha permesso di individuare un importante
sito di iniziazione della trascrizione e tre siti minori che
sono stati ben identificati. Nella maggioranza dei casi di
persistenza del dotto di Muller il disordine sessuale colpisce
un maschio che ha una mutazione del gene del recettore 2
per ’AMH. Quando I’AMH non ¢ prodotto o il suo recet-
tore non ¢ capace di tradurre i segnali dell’AMH i dotti di
Muller si differenziano per formare le tube di Falloppio,
I’utero e la parte superiore della vagina. In pratica si crea
una situazione come in un feto XX; Nel feto XY, 1’assenza
dell’azione dell’AMH comporta la formazione dei derivati
del dotto di Muller (utero, salpingi, parte superiore della
vagina).Questa puo essere una situazione isolata conosciuta
come la sindrome del dotto di Muller oppure si puo avere
anche la presenza di genitali esterni maschili(magari con
criptorchismo ed ernia inguinale) o femminili. La sindrome
della persistenza del dotto Mulleriano (PMDS) ¢ sicuramen-
te dovuta a delle mutazioni del gene dell’AMH o dei suoi
recettori. Si puo avere un testicolo che discende nello scroto
trascinando il tubo di Falloppio omolaterale e tirando il tubo
falloppiano controlaterale insieme al testicolo che si situa
nella cavita addominale. Le varianti anatomiche sono molte,
ma non dipendono dal deficit genetico ma dalla familiarita
(18). La sicurezza che I’eziologia sia nel ruolo dell’AMH ¢
stata dedotta riscontrando mutazioni nei geni dell’AMH o
dei suoi recettori. Talora vi sono difetti combinati che com-
prendono la secrezione dell’ AMH ma anche del testosterone
con dei bambini XY che hanno genitali esterni chiaramente
femminili (19).
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Utilita clinica del dosaggio dell’lamh nei bambini
intersessuali

Eccetto i primi 7-14 giorni dopo la nascita, quando
I’attivita testicolare ¢ bassa, il dosaggio dei livelli sierici
dell’AMH riflette la funzionalita delle cellule del Sertoli
nei bambini in eta prepubere, prima del suo declino a causa
degli androgeni. Pero nella maggioranza dei casi il dosag-
gio dell’ AMH sierico puo essere utilizzato per stimare se e
cosa ¢ successo nella vita fetale. In ogni caso si deve essere
consapevoli che si tratta di una estrapolazione che potrebbe
trascurare, per esempio, un esordio tardivo di AMH (secreto
dopo nove settimane) nel qual caso potrebbe coesistere la
persistenza del dotto Mulleriano; cosi come si sono ritrovati
valori elevati di AMH in soggetti con iperplasia delle cellule
del Sertoli dovute ad una iperattivazione del gene per I’FSH.
Normalmente valori elevati di AMH indicano che le cellule
del Sertoli sono normali per quantita e qualita e ci0 & pre-
dittivo dell’esistenza di un tessuto testicolare normale. Nei
confronti del testosterone intratesticolare si deve ricordare
che esso inibisce la produzione di AMH; se questa inibizione
¢ assente risultano alti livelli di AMH e di norma si riscontra
in pazienti con insensibilita agli androgeni. Nei soggetti
XY con gonadi non palpabili il riscontro di valori normali
di AMH indica I’esistenza di testicoli ectopici, mentre il
riscontro di assenza di AMH indica anorchia. Una riduzione
sierica di AMH indica I’entrata nello sviluppo puberale dei
testicoli. Una precoce riduzione dell’AMH ¢ stata riscon-
trata in casi di tireotossicosi od in soggetti con un precoce
sviluppo di origine centrale. La persistenza di alti livelli di
AMH in soggetti adulti puo ritrovarsi in una puberta ritardata
od in soggetti insensibili agli androgeni (20).

AMH ed ovaio policistico

Nella donna la sindrome dell’ ovaio policistico (PCOS) ¢
I’endocrinopatia pill frequente in eta riproduttiva. La PCOS
interessa, infatti, circa il 5-10% delle donne in tale eta ed
¢ la causa predominante di subfertilitd femminile, la causa
principale d’infertilita di tipo ovulatorio e della sindrome
endocrino-metabolica nella giovane donna. Nel 2003 in un
consensus la PCOS venne definita come una sindrome corre-
lata a disfunzione ovarica che vedeva nell’iperandrogenismo
e nel riscontro di un ovaio policistico non sintomatico(PCO)
isuoi caratteri principali e si decise che la diagnosi di PCOS
necessita, ; dopo aver escluso altre forme di presentazione
dell’ovaio policistico(PCOM) del riscontro di almeno due
tra i seguenti sintomi:

— iperandrogenismo clinico e biochimico
— oligo-anovulazione cronica
- PCO (21)

La sintomatologia comprende amenorrea o oligome-
norrea, alopecia, irsutismo, dermatite, acne, obesita cen-
trale, ingrossamento delle ovaie, patologie della tiroide,
iperinsulinemia, infertilita o subfertilita. L’esistenza di una
correlazione positiva tra innalzamento dei livelli di AMH
e PCOS, come riflesso dell’aumentato numero di follicoli
antrali immaturi e della presenza di difetti intrinseci delle
cellule della granulosa ¢ nota da tempo, al punto da indurre
a proporre questo parametro come criterio per la diagnosi. I

dati presentati all’ European Society of Human Reproduction
and embriology(ESHRE) indicano che la valutazione dei
valori di AMH ¢ sufficientemente specifica e sensibile da
permettere di distinguere le pazienti affette da PCOS anche
dalle donne con ovaio policistico non sintomatico, oltre che
da quelle prive di disturbi ovulatori. Valutando 90 donne con
PCOS, 35 con PCOM e 90 prive di disturbi ovulatori, tutte
trattate in centri specializzati per infertilita, si & visto che
i livelli ematici di AMH aumentano in modo consistente e
corrispondente al grado di compromissione ovulatoria, in
particolare nelle pazienti con PCOS esaminate. Inoltre si
¢ osservato che i valori medi plasmatici dell’ormone FSH
erano inferiori nelle pazienti con PCOS rispetto alle altre
donne. Questi dati portano a supporre che I’AMH non sia
soltanto un marcatore utile per la diagnosi di PCOS ma che
rivesta anche un ruolo eziopatogenetico attivo nello svilup-
po e nell’evoluzione di queste due condizioni in ragione
della sua capacita di ridurre i livelli di FSH circolante e di
interferire anche nella sua azione ostacolando la matura-
zione dei follicoli e la successiva ovulazione (22). Nelle
adolescenti i valori di AMH sono generalmente inferiori a
quelli delle donne adulte. Questo parametro risulta quindi,
poco utile per emettere una diagnosi precoce o individuare le
ragazze a rischio di sviluppare PCOS negli anni successivi.
Esaminando la prevalenza di oligomenorrea e amenorrea
in un campione di oltre 3669 sedicenni ed interpellandole
dopo 10 anni di distanza sulla propria salute riproduttiva si
¢ osservato che le donne che avevano presentato disturbi
mestruali nell’adolescenza avevano maggiori probabilita di
soffrirne anche all’inizio dell’eta adulta rispetto a chi non
aveva mai avuto problemi di questo tipo. La quota di giovani
donne che ricercavano trattamenti per la cura dell’inferti-
lita tra chi aveva presentato disturbi mestruali a 16 anni ¢
apparsa addirittura doppia rispetto a chi aveva avuto cicli
sempre regolari. Analizzando i dati ematochimici relativi
alle globuline leganti gli ormoni sessuali ed agli androgeni
si & visto che le donne con acne, irsutismo e PCOS a 26 anni
erano gia iperandrogeniche a 16 anni (23). Partendo dalla
considerazione che I’insulino resistenza rappresenta un tratto
comune all’ipotiroidismo ed alla PCOS e che la funzionalita
tiroidea, spesso difettosa nelle donne con PCOS, ¢ in grado
di influenzare I attivita dell’ovaio e piu in generale la fertilita
femminile si ¢ indagato se vi fosse una loro correlazione.
A tal fine sono state arruolate 112 donne con PCOS di eta
compresa fra 18 e 35 anni. Quarantaquattro di queste donne
erano clinicamente obese. Dalla loro analisi & emerso che i
valori di ormone tireotropinico (TSH) erano oltre la soglia
di normalita nel 14.3% delle pazienti, contro una prevalen-
za di ipotiroidismo subclinico nella popolazione generale
delle donne giovani pari al 2% (24). E da verificare se la
correzione dell’ipotiroidismo possa contribuire a migliorare
la PCOS (25).

PCOS e fattori genetici

La PCOS ¢ sicuramente una condizione dovuta a fattori
genetici. In definitiva la PCOS & un eterogeneo e complesso
insieme di malattie (obesita, insulino resistenza, diabete mel-
lito tipo 2, aterosclerosi prematura) che possono avere origini
genetiche. La PCOS inoltre si puo presentare in cluster fami-
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secondo Vink (26). In ogni caso le modalita di eredita della
PCOS rimangono non chiare e sono state proposte sia una
trasmissione dominante che un modo multigenico. In una
review di Kosova e Urban (27) si sono valutati tutti i geni
che possono essere implicati in un quadro cosi eterogeneo
in cui ai fattori genetici potrebbero essere implicati anche
quelli ambientali. In modo particolare si sono approfonditi
gli aspetti di alcuni geni della famiglia dei fattori di crescita
(TGB-B), e dei segnali insulinici nel diabete mellito tipo 2
(T2DM) e nell’obesita. Come candidato principale per la
PCOS si & considerata I’insulina. E noto che & prodotta dalle
cellule del pancreas ed influenza il metabolismo di molti
organi dell’organismo. Nei confronti delle ovaie le stimola
a produrre androgeni, migliora la crescita ovarica ed inibisce
I’apoptosi dei follicoli ovarici che possono causare cisti
ovariche. Nel 5’ elemento regolatore del gene dell’insulina
si € riscontrato un elevato polimorfismo associato a iperin-
sulinemia, alti livelli di insulina a digiuno, suscettibilita al
T2DM, peso elevato sia alla nascita che in eta giovanile.
L’evidenza del ruolo del gene dell’insulina nella PCOS ¢
stata dimostrata per primo da Waterworth che ha individuato
i legami in 17 famiglie con ereditarieta per la PCOS (28).
Sono stati fatti altri lavori sull’argomento che in generale
confermano il primo lavoro; comunque il contributo del gene
dell’insulina nell’eziologia della PCOS non & ancora chiaro.
Anche il recettore per I’insulina (INSR) ¢ stato oggetto di
numerosi studi. Anche in questo caso si sarebbe individuata
una forte associazione tra una mutazione dell’INSR. La
proteina legante gli ormoni sessuali (SHBG) ¢ sintetizzata
nel fegato e regola la disponibilita degli androgeni legandosi
agli steroidi sessuali. Numerosi studi hanno dimostrato che
un decremento dell’SHBG ¢ associato ad un incremento del
rischio di sviluppare PCOS (29).Questi risultati indicano che
probabilmente I’SHBG influenza indirettamente lo sviluppo
della PCOS, forse alterando la biodisponibilita dei livelli di
androgeni nei tessuti target, perd variazioni genetiche del
I’SHBG non sono direttamente collegate alla PCOS. Riassu-
mendo, per la PCOS sono stati fatti numerosi studi genetici
ma alla fine non si sono dimostrati concludenti. Vanno pero
considerate molte variabili che non hanno permesso di
giungere a risultati definitivi: eterogeneita fenotipica della
PCOS, stili di vita ed etnie differenti, eterogeneita genetica
riscontrata, poca conoscenza dei rapporti tra gene e gene e
le loro interazioni, campionature scarse, limitazioni dovute
all’approccio dello studio (30).

Nel 2009 uno studio ha dimostrato per la prima volta
che delle varianti genetiche del gene ACVRI ¢ associato
al numero di follicoli ed ai livelli sierici di AMH in donne
con PCOS. I’ACVRI ¢ il recettore dell’AMH e la variante
genetica potrebbe contribuire all’insorgenza della PCOS.
Inoltre questi dati confermerebbero che i membri della
superfamiglia TGFP contribuisce alla complessita della
patogenesi della PCOS; sara quindi interessante indagare in
futuro anche in questa direzione, cio¢ nel rapporto ligandi
e recettori (31).

Variabilita dell’amh sierico in donne sane

La variabilita interindividuale dell’AMH ¢ alta, princi-
palmente per I’alta variabilita nel numero dei follicoli antrali
tra i vari gruppi di soggetti di eta simile (32). Ci sono anche
variazioni interetniche tra gli afro americani e gli ispanici;
le donne hanno livelli pill bassi rispetto alle caucasiche
e cio potrebbe indicare una differenza nella produzione
follicolare. La maggioranza degli studi indica che ’AMH
¢ relativamente stabile durante il ciclo mestruale(33).Si
¢ calcolato un coefficiente di variazione intraindividuale
del 13%. Nei soggetti meno giovani la media dell’ AMH
riscontrata € piul bassa che nelle donne piu giovani e cid pud
suggerire una ridotta riserva ovarica. Anche nelle donne che
fanno uso di contraccettivi orali il livello sierico medio di
AMH ¢ piu basso per cui se il valore ematico dell’AMH ¢
stabile per tutto il ciclo mestruale nelle donne che fanno uso
di contraccettivi orali da molto tempo il suo livello non ¢ da
considerarsi predittivo della riserva ovarica (34).

AMH, valutazione della riserva ovarica,procreazione
medicalmente assistita

La riserva ovarica definisce il numero di follicoli resi-
duo nelle ovaie della donna in un determinato momento
della sua vita e dovrebbe descrivere due aspetti stretta-
mente collegati tra loro: la quantita e la qualita. Ad oggi
il test per la valutazione dell’esaurimento della funzione
ovarica dovrebbe essere in grado di indicare la capacita
potenziale di procreazione ed il tempo residuo rimanente
prima dell’interruzione del processo di follicolo genesi.
Inoltre, se applicato in particolare a donne che ricorrono a
tecniche di procreazione medicalmente assistita(PMA), il
test dovrebbe fornire informazioni sulla reale possibilita di
concepire e portare a termine la gravidanza. In letteratura
esistono numerosi lavori che propongono tali test e che sono
suddivisibili in tre categorie: statici, ecografici, dinamici. Tra
1 test statici vi ¢ il dosaggio dell’AMH che, nonostante sia
relativamente recente presenta numerosi vantaggi rispetto
alle altre metodiche. Innanzitutto ¢ il primo marker a cam-
biare con I’avanzare dell’eta e quindi ¢ il primo a rilevare
una riduzione funzionale delle ovaie. Ci0 ¢ stato dimostrato
eseguendo il dosaggio seriale dell’AMH e di altri ormoni
in donne giovani normo ovulatorie. A differenza dell’FSH
il prelievo per I’AMH si puo fare in qualunque giorno del
ciclo. Studi recenti hanno orientativamente indicato i valori
di riferimento per I’ AMH; tali studi hanno evidenziato che
I’ormone diminuisce dopo i trenta anni di eta (Fig.2), un fatto
che ad esempio non ¢ stato osservato con la stessa intensita
per ’FSH, che ha un andamento piu subdolo. Tali studi han-
no riscontrato anche una significativa differenza nei livelli di
AMH tra le poor e le good responders. Valutando il valore
predittivo della scarsa risposta, gli autori hanno riscontrato
una sensibilita dell’80% ed una specificita dell’85% con
valori predittivi positivo e negativo di 67% e 92% (35,36).
Nelle poor responders gli studi fatti indicano che anche se
sottoposte a trattamenti non risentono della terapia(35). Le
donne con livelli di AMH normali sono molto probabilmente
norma responders e puo essere anticipata una buona progno-
si. Le donne con livelli di AMH alti sono da considerare a
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rischio di sindrome da iperstimolazione ovarica. Per quanto
riguarda la qualita degli ovociti, di cui puo essere cardine il
fattore eta vi sono numerosi studi che hanno riscontrato una
correlazione positiva tra livelli di AMH e qualita dell’ ovocita
(36). L'utilita dell’ AMH nel rilevare il danno indotto dalla
chemioterapia ¢ dimostrata almeno a breve termine dalla
chemioterapia (37).

Accertata una sufficiente riserva ovarica tramite il
dosaggio dell’AMH e/o I’ecografia si procede ad una sti-
molazione della donna a produrre ovociti; solitamente si fa
uso di FSH.

Una gran quantita di dati mostra una forte correlazione
positiva tra i livelli basali di AMH ed il numero di oociti
recuperati nelle donne sottoposte a stimolazione ovarica.
In un primo studio gli Autori hanno osservato che al terzo
giorno dopo stimolazione i livelli piu alti di AMH erano
associati ad un maggior numero di ovociti recuperati. In
particolare i livelli di AMH erano 2.5 volte piu alti nelle
pazienti con almeno undici ovociti rispetto a quelle con sei
o meno ovociti recuperati (38,39). La maggior parte degli
autori ha confrontato I’AMH con 1’eta anagrafica ed altri
marcatori ormonali ed ecografici. Il bilancio degli studi
pubblicati sembra indicare che I’ AMH ¢ un migliore marker
nel predire la risposta ovarica alla sua stimolazione rispetto
all’eta della donna, al dosaggio dell’FSH in terza giornata,
all’estradiolo, all’inibina B. L’AMH sembra inoltre offrire
lo stesso livello di precisione e valore clinico (40,41).

Metodi di dosaggio ormonale

La misurazione sierica dell’AMH inizi6 negli anni 90
con lo sviluppo di tre kit che usavano la metodica enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA). Con ’uso di anticorpi
monoclonali e policlonali rivolti verso I’ AMH ricombinante
si raggiungeva una sensibilita di 0.5 ng/ml. Successivamente
si ¢ utilizzato una variante che usava come standard I’AMH
ricombinante e degli anticorpi policlonali rivolti contro
I’AMH bovino; con questo metodo la sensibilita era di
0.02ng/ml. Questa metodica ¢ stata successivamente mo-
dificata con una metodica a sandwich usando anticorpi sia
policlonali che monoclonali anti AMH ricombinante. Questa
metodica avrebbe il vantaggio di riconoscere anche degli
epitopi nell’MH maturo e non maturo. Un ulteriore miglio-
ramento fu raggiunto mediante 1’uso di due anticorpi mono-
clonali; cio portd ad una sensibilita di 0. 1ng/ml. Questo test
¢ stato considerato ultrasensibile e denominato IOT. Infine si
¢ arrivati a kit con anticorpi che hanno specificita per molti

epitopi ed un limite di sensibilita di 0.078 ng/ml. In seguito
si ¢ allestita una metodica che ha una sensibilita di 6.3 pg/
ml. Con la disponibilita di queste metodiche le ricerche
sull’AMH hanno avuto un grande impulso. Tuttavia, poiché
queste metodiche usano anticorpi monoclonali differenti,
ancora pill importante, differenti calibratori i valori tra loro
non sono perfettamente concordanti. Successivamente una
Ditta ha commercializzato un kit composto in cui utilizza
come standard AMH estratto da siero di vitello inattivato
dal calore. Il confronto di questo test (Gen II) con i metodi
precedenti ha dimostrato che la correlazione coi metodi
precedenti era buona ma col Gen II) si ottenevano valori
pit elevati. Poiché il test Genll viene calibrato come il test
IOT cio potrebbe spiegare la differenza rilevata. Infine per
spiegare tali differenze si sono messi sotto osservazione i
metodi con cui il siero viene mantenuto( per molto tempo a
TA, in frigorifero, congelato ..). Inoltre la Ditta ha dichiarato
che si possono avere interferenze da parte del complemento
e che dei campioni diluiti prima dell’aggiunta alla piastra
possono dare valori falsamente elevati. Pertanto i risultati
pubblicati sino ad ora sul Genll devono essere presi con
molta cautela. Il dosaggio pud essere effettuato in qualunque
giorno del ciclo mestruale e la misurazione andrebbe fatta
il giorno stesso, il campione, sia siero che plasma risente
notevolmente degli sbalzi termici e quindi non pud essere
messo e levato pit volte dal frigorifero o dal congelatore. Ad
oggi esistono in commercio tre tipi di kit, sono tutti pronti
all’uso e la durata della seduta ¢ uguale (3 ore e mezzo).
Il range di misurazione dichiarato va da 0.08 ng/ml e 0.42
ng/ml per i limiti inferiori, mentre per quelli superiori la
discrepanza € molto piu contenuta (22.5 vs 21 ng/ml). Tutti
e tre i metodi si fondano su metodica ELISA. Il confronto
tra tutti i metodi mostra una ottima correlazione. Recen-
temente perd alcuni autori hanno rilevato una eccessiva
variabilita interassays. Qualche autore pero ha spiegato tale
variabilita considerando le differenti modalita di trattamento
del campione all’interno del laboratorio e quindi si sarebbe
cosi spiegata la scarsa variabilita che normalmente si ha nei
test intra ed interlaboratorio (42). Nel 2009 Li et al. hanno
pubblicato un lavoro in cui confrontavano due test, uno dei
quali di nuova generazione ed hanno rilevato che i valori
ottenuti con i test di seconda generazione sono lievemente
pit elevati rispetto agli altri metodi ma fondamentalmente
vi & una buona correlazione tra i due tipi di metodi se si
usa lo stesso calibratore per tutti i metodi (43). Uno studio
simile ¢ stato effettuato, sempre nel 2009, ma utilizzando
solo due diversi kit di seconda generazione e confermano
che danno risultati fortemente simili e cio anche nel periodo
mestruale in cui in passato era stata rilevata una fluttuazione
dell’AMH (44). Un recente studio ha confrontato due kit
di dosaggio ultrasensibili ed ha ottenuto dei coefficienti di
variazione intra ed interassay < 6 e< 10.7 rispettivamente con
una linearita del 98%. I due kit usavano standard differenti
e quindi, soprattutto a valori molto bassi si ¢ dimostrata
una differente sensibilita. Questo lavoro conferma 1’utilita
di uno standard uguale per ogni kit (45). Sempre nel 2014
¢ stato pubblicato un lavoro in cui si valutano le criticita del
dosaggio dell’AMH. Nel visionare la letteratura in merito
gli autori hanno evidenziato come i livelli di AMH nei cam-
pioni lasciati a temperatura ambiente per lungo tempo si ha
un incremento del 20% in uno studio e del 60% in un altro
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lavoro. Se il campione viene mantenuto a -20°C si ha un
incremento che va dal 20 al 30% e quindi gli autori riportano
I’attenzione sulla fase preanalitica (46,47).

Discussione

L’ormone antimulleriano (AMH) ¢ una glicoproteina
dimerica, originariamente identificato a causa del suo ruolo
nella differenziazione del sesso maschile. Infatti, espresso
dalle cellule del Sertoli dei testicoli fetali, I’AMH induce la
regressione dei dotti mulleriani. In assenza di AMH i dotti
mulleriani evolvono in utero, salpingi, e nella parte superiore
della vagina. Nelle donne ¢ prodotto dalle cellule della gra-
nulosa, dai follicoli preantrali ed antrali ed il suo maggior
ruolo fisiologico nell’ovaio sembra limitato all’inibizione
dello sviluppo degli stadi precoci del follicolo. L AMH ¢
stato studiato per la sua eventuale utilita clinica: diagnosi
di intersessualita nei bambini, diagnosi di criptorchismo e
anorchia, diagnosi di puberta precoce o ritardata, diagnosi
dei tumori della granulosa, funzionalita ovarica in donne
che hanno fatto chemioterapia, determinazione dello stato
funzionale ovarico della donna, diagnosi e follow-up della
sindrome dell’ ovaio policistico. Oramai & dimostrato che &
un marcatore affidabile della funzionalita ovarica, inoltre
si sta mostrando come strumento prezioso per una migliore
comprensione delle funzione ovarica sia nei giovani che
nelle donne in eta adulta. Purtroppo al momento attuale I’'uso
clinico del dosaggio sierico dell’AMH ha ancora problemi
tecnici alcuni dei quali(manipolazione del campione e stan-
dard internazionale), pero facilmente superabili.
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