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RIASSUNTO

Le gonadotropine regolano la funzione gonadica favorendo la produzione di steroidi sessuali e la gametogenesi. La loro secrezio-
ne ¢€ sotto il controllo del fattore di rilascio delle gonadotropine (GnRH) fin dalla 202 settimana di gestazione. Al momento della
puberta, I’attivazione della pulsatilita del GnRH determina I’increzione delle gonadotropine, con conseguente marcato aumento
del rapporto ormone luteinizzante/ormone follicolo stimolante (luteinizing hormone/follicle-stimulating hormone, LH/FSH). Nel-
la donna durante ’eta fertile, la secrezione di FSH e LH ¢ ciclica e regola il ciclo mestruale; nell’'uomo, I’LH stimola la produ-
zione di testosterone dalle cellule del Leydig del testicolo mentre I’FSH stimola la componente tubulare delle cellule del Sertoli,
contribuendo alla regolazione della spermatogenesi. Il dosaggio delle gonadotropine trova la sua principale applicazione clinica
nello studio dell’ipogonadismo ipogonadotropo o ipergonadotropo, nella puberta precoce, nella sindrome dell’ovaio policistico e
nella valutazione della riserva ovarica. In ambito clinico sono impiegati solo metodi immunometrici a sandwich di tipo automa-
tico, che risultano essere rapidi, precisi, specifici e di elevata sensibilita. La loro calibrazione ¢ complessa, perché non ¢ possibile
produrre dei calibratori che rispecchino I’eterogeneita delle molecole di LH e FSH presenti in circolo: gli standard internazionali
piu utilizzati per la calibrazione dei kit commerciali sono il 2° IRP 78/549 per I’FSH e il 2° IS 80/552 per LH. Nonostante la
cross-reattivita verso la B subunita dell’LH e dell’FSH sia ad oggi <1%, ¢ importante tenere presente che metodi analitici diversi
possono dare valori diversi di oltre il 50%, anche quando calibrati con lo stesso materiale di riferimento.

(Per citare questo articolo: Porzio O. Gonadotropine ipofisarie e infertilita. Riv Ital Med Lab 2022;18:113-8. DOI: 10.23736/
S1825-859X.22.00147-5)

ABSTRACT

Gonadotropins regulate gonadal function by promoting the production of sex steroids and gametogenesis. Their secretion is under
the control of the gonadotropin releasing factor (GnRH) from the 20t week of gestation. At the time of puberty, the activation
of the pulsatility of GnRH determines the incretion of gonadotropins, resulting in a marked increase in the luteinizing hormone/
follicle-stimulating hormone (LH/FSH) ratio. In women during the fertile age, the secretion of FSH and LH is cyclical and regu-
lates the menstrual cycle; in males, LH stimulates the production of testosterone from the Leydig cells of the testis while FSH
stimulates the tubular component of the Sertoli cells, contributing to the regulation of spermatogenesis. The assay of gonado-
tropins finds its main clinical application in the study of hypogonadotropic or hypergonadotropic hypogonadism, in precocious
puberty, in polycystic ovary syndrome and in the evaluation of ovarian reserve. In the clinical setting, only automatic “sandwich”
immunometric methods are used, which are quick, accurate, specific and highly sensitive. Their calibration is complex, because it
is not possible to produce calibrators that reflect the heterogeneity of the LH and FSH circulating molecules: the most widely used
international standards for the calibration are the 2° IRP 78/549 for FSH and 2° IS 80/552 for LH. Although the cross-reactivity
towards the subunit of LH and FSH is currently <1%, it is important to remind that different analytical methods can give different
values of more than 50%, even when calibrated with the same reference material.

Key words: Luteinizing hormone; Follicle-stimulating hormone; Hypogonadism; Puberty.
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Introduzione

1 gruppo di Studio in Endocrinologia e Malattie del Me-

tabolismo della Societa Italiana di Patologia Clinica e
Medicina di Laboratorio (GdS-EMM SIPMeL) ha inteso
portare all’attenzione dei colleghi medici, biologi, chimi-
ci e tecnici di laboratorio, le principali caratteristiche dei
test ormonali per lo studio dell’infertilita con 1’obiettivo
di una migliore conoscenza dei problemi legati a questa
affezione.

In questo contributo vengono descritti la struttura mo-
lecolare, la funzione e il significato biologico, gli aspetti
analitici e clinici delle gonadotropine ipofisarie e vengo-
no fornite raccomandazioni sul corretto utilizzo di questi
marcatori ormonali.

Struttura e caratteristiche molecolari

Le gonadotropine LH (ormone luteinizzante) ¢ FSH (or-
mone follicolo stimolante) sono molecole glicoproteiche
di circa 30.000 Da, costituite rispettivamente da 121 e 117
aminoacidi. Sono composte da due subunita, alfa (o) e
beta (B): mentre la subunita o ¢ identica a quella del TSH
e dell’HCG, la B conferisce specificita e bioattivita sul-
le gonadi. Sono glicoproteine che circolano in un elevato
numero di isoforme che differiscono per il contenuto di
monosaccaridi anionici terminali, quali I’acido sialico e la
N-acetilgalattosamina sulfonata.l: 2 Il grado e le caratteri-
stiche di glicosilazione di queste molecole conferiscono
carica, bioattivita ed emivita differenti per ciascun tipo di
glicoproteina. In particolare, la quantita di carboidrati pre-
senti sembra giocare un ruolo funzionale sia nel legame
delle gonadotropine ai loro recettori che nella trasduzione
intracellulare del segnale. I residui terminali di acido sia-
lico sono invece coinvolti nella regolazione dell’emivita
circolante delle diverse isoforme delle gonadotropine.

Funzione e significato biologico

Le gonadotropine regolano la funzione gonadica favoren-
do la produzione di steroidi sessuali e la gametogenesi.
La loro secrezione ¢ sotto il controllo del fattore di rila-
scio delle gonadotropine (GnRH), prodotto dai neuroni
localizzati nell’area preottica mediale e nel nucleo arcuato
dell’ipotalamo basale: nell’'uomo, il numero dei neuroni
GnRH secernenti ¢ stato stimato in piccolo numero, tra
1000 e 1500.3 Il GnRH ¢ un decapeptide, controllato ne-
gativamente dagli steroidi gonadici e stimolato da neuro-
trasmettitori quali il GABA, alcuni aminoacidi, peptidi op-
pioidi endogeni, monoamine del sistema noradrenergico,
dopaminergico e serotoninergico.
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Figura 1.—Meccanismo di secrezione dell’asse ipotalamo-ipofisi-gona-
di (from Dungan ef al.).4

Recentemente ¢ stato identificato un ormone denomina-
to kisspeptina, rilasciato dai neuroni kisspeptin del nulceo
arcuato e periventricolare, che regola I’attivita del gene-
ratore di impulsi ipotalamico e partecipa all’attivazione
dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi al momento della ma-
turazione puberale (Figura 1).4

Il GnRH viene rilasciato nei capillari fenestrati della
circolazione portale dell’eminenza mediana in modo pul-
satile, con frequenza ogni 30-120 minuti, e quindi traspor-
tato all’adenoipofisi, dove a sua volta regola la biosintesi
e la liberazione di LH e FSH. L’ importanza della pulsati-
lita della secrezione del GnRH e quindi delle gonadotro-
pine LH e FSH ¢ stata dimostrata gia negli anni ‘70 nelle
scimmie Rhesus, nelle quali la somministrazione continua
dell’ormone determinava una risposta transitoria della
secrezione delle gonatotropine, che veniva ripristinata in
presenza della pulsatilita.’

Lo sviluppo secretorio dell’asse ipotalamo-ipofisi-go-
nadi ¢ strettamente regolato dalle attivita del centro rego-
latore ipotalamico fin dalla 20" settimana di gestazione,
quando si sviluppa il sistema portale ipotalamico-ipofisa-
rio e quindi, sotto il controllo del GnRH, inizia nel feto
la secrezione delle gonadotropine. Queste aumentano pro-
gressivamente fino alla 242 settimana, per poi diminuire
costantemente fino alla nascita per effetto del feedback ne-
gativo esercitato dagli estrogeni e progesterone placentari.
Dopo la nascita, 1 livelli plasmatici degli steroidi sessuali
materni e placentari diminuiscono rapidamente e quindi
I’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi sfugge al loro effetto sop-
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pressivo, il generatore di impulsi si riattiva e inizia la ca-
ratteristica increzione ipotalamica pulsatile di GnRH e go-
nadotropine. L’FSH aumenta in misura maggiore nei neo-
nati di sesso femminile, stimolando lo sviluppo follicolare
ovarico, mentre I’ormone LH aumenta maggiormente nel
sesso maschile, agendo sul testicolo e stimolando la secre-
zione di testosterone. Nei mesi successivi, 1 meccanismi
di feedback negativi diventano completamente funzionanti
e 1 livelli di gonadotropine scendono ai livelli prepuberi,
intorno ai 9-12 mesi di eta nei bambini e 24-36 mesi nelle
bambine. Al momento della puberta, la riattivazione della
secrezione pulsatile di GnRH determina I’increzione delle
gonadotropine, dapprima nelle ore notturne e poi nelle ore
diurne, con aumento della concentrazione degli ormoni
gonadici e maggiore ampiezza della secrezione pulsatile
dell’LH rispetto all’FSH, con conseguente marcato au-
mento del rapporto LH/FSH.

Nella donna durante 1’eta fertile, la secrezione di FSH
e LH ¢ ciclica e regola il ciclo mestruale;¢ nella fase fol-
licolare, I’incremento dei livelli di estrogeni determina
un feed-back positivo sulle gonadotropine, il cui picco
precede 1’ovulazione, cui segue la formazione del corpo
luteo (Figura 2).6 I’LH stimola quindi la produzione di
estrogeni e progesterone ovarici, mentre I’FSH controlla
principalmente la maturazione del follicolo. Nell’'uomo,
I’LH stimola la produzione di testosterone dalle cellule del
Leydig del testicolo mentre ’FSH stimola la componente
tubulare delle cellule del Sertoli, contribuendo alla regola-
zione della spermatogenesi.
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Figura 2.—Andamento degli ormoni sessuali durante il ciclo mestruale
(from Orisaka et al.).6
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Fisiologicamente, nelle prime fasi della menopausa,
in assenza del retro controllo steroideo sull’ipotalamo e
sull’ipofisi, si osserva un aumento dei livelli di FSH nella
fase follicolare iniziale, in presenza di concentrazioni di
estradiolo ancora nella norma e cicli mestruali regolari:
successivamente aumentano anche i livelli di LH, 1’estra-
diolo si riduce e i cicli divengono progressivamente irre-
golari fino a scomparire.

Utilizzo clinico

Ipogonadismo ipogonadotropo o ipergonadotropo

\

Il dosaggio delle gonadotropine ¢ essenziale per diffe-
renziare le varie forme di ipogonadismo, distinte sulla
base di elevati livelli di LH e FSH (ipogonadismo iper-
gonadotropo, insufficienza ovarica/testicolare primitiva)
o ridotti livelli di LH, FSH ed estradiolo/testosterone
(ipogonadismo ipogonadotropo, alterazione ipotalamo-
ipofisaria).

Puberta precoce

La puberta precoce ¢ la comparsa dei segni di sviluppo
puberale prima dell’eta di 8 anni per le femmine, 9 anni
nei maschi. La puberta precoce vera si verifica in presenza
di una attivazione prematura della secrezione ipotalamica
di GnRH, con I’ampiezza ¢ la frequenza di pulsatilita pro-
pria della puberta fisiologica e conseguente maturazione
completa delle gonadi.” Le indagini ormonali sono rivolte
alla dimostrazione dell’aumentata secrezione gonadotro-
pinica ipofisaria; in particolare ¢ diagnostico 1’aumento
della concentrazione dell’LH. Con I’'impiego di assay
ultrasensibili quali 'immunofluorimetria (IFMA) e I’im-
munochemiluminescenza (ICMA), i livelli basali di LH
ed FSH risultano spesso aumentati nella puberta precoce
vera; tuttavia, nelle forme iniziali, i valori possono esse-
re sovrapponibili a quelli dei soggetti prepuberi. E quindi
necessario effettuare il test di stimolazione con GnRH per
il dosaggio a tempi seriali di LH e FSH. Non ¢ ancora uni-
voco il cutoff di risposta dell’LH diagnostico per puber-
ta, generalmente valori >5 UI/L sono considerati puberi,
ma sono stati suggeriti anche altri cutoff, varianti da 4 a
8 IU/L.%. 9 L’elevazione dell’FSH non ¢ di per s¢ diagno-
stica, mentre lo ¢ il rapporto LH/FSH>1. In alternativa, il
test di stimolazione pud essere effettuato utilizzando un
GnRH-agonista, triptorelina o leuprorelina, con dosaggio
di LH e FSH rispettivamente dopo 30’ e 60’ dalla sommi-
nistrazione. Il dosaggio dell’estradiolo, nella femmina, &
scarsamente utile nella diagnosi di puberta precoce vera,
sia per I’ampia fluttuazione episodica che caratterizza la
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secrezione di tale ormone, sia per la scarsa disponibilita di
metodi di dosaggio ultrasensibili quali la spettrometria di
massa. Il testosterone nel maschio ¢ sempre elevato, no-
nostante bassi valori (<0,1 ng/ml) siano riscontrati nelle
forme iniziali di puberta precoce.

Sindrome dell'ovaio policistico

La sindrome dell’ovaio policistico (polycystic ovary syn-
drome, PCOS) ¢ una sindrome clinica caratterizzata da
lieve obesita, cicli irregolari o amenorrea con disfunzione
ovulatoria e segni di iperandrogenismo (acne, irsutismo,
ecc.).!0 Tipicamente, le ovaie contengono un gran numero
di cisti follicolari, di diametro compreso trai2 ei 6 mm, e
talvolta le stesse ovaie possono essere di volume aumenta-
to. Un livello elevato di LH puo essere osservato nel 60%
delle donne con PCOS, cosi come nel 95% si osserva un
elevato rapporto LH/FSH (>2,5), dovuto ad aumentata
ampiezza e frequenza della secrezione pulsatile della go-
nadotropina.!! Questi parametri non sono necessari per la
diagnosi di PCOS, ma sono un elemento importante; nella
loro determinazione occorre considerare il rapporto con il
periodo ovulatorio e I’indice di massa corporea della pa-
ziente (LH risulta maggiormente elevato nelle donne ma-

gre).
Valutazione della riserva ovarica

Sebbene oggi 1’ormone antimulleriano (AMH) sia consi-
derato il parametro piu accurato per la valutazione della
riserva ovarica, anche il dosaggio dell’FSH al terzo giorno
del ciclo mestruale viene ampiamente utilizzato e i valori
su siero <15 Ul/ml sono considerati valori soglia per otte-
nere una possibile gravidanza.!2 Il riscontro di almeno due
valori di FSH >30 Ul/ml sono invece indicativi per una
probabile menopausa.

Caratteristiche preanalitiche
Matrice biologica

Le gonadotropine LH ed FSH vengono determinate gene-
ralmente su siero e/o plasma. La determinazione di gona-
dotropine nelle urine con metodi immunometrici non ha
avuto grande diffusione, in quanto 1’escrezione urinaria ¢
fortemente influenzata dalla funzione renale e il metodo di
misura risente inoltre di variazioni di pH, concentrazione
di sali ed interferenti.!3 Notevole diffusione hanno invece
avuto negli ultimi venti anni dispositivi immunometrici
con rivelazione colorimetrica ad uso domestico, che con-
sentono la rivelazione del picco dell’LH, che nel ciclo me-
struale si verifica 24-36 ore prima dell’ovulazione e sono
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in grado di confermare I’ovulazione in una percentuale
compresa tra il 50 e il 100% dei casi.!4

Modalita di prelievo

I livelli delle gonadotropine non presentano variazioni cir-
cadiane o posturali e non sono necessarie particolari pre-
parazioni del paziente.

Variabilita biologica preanalitica

Bisogna considerare che, a causa della natura pulsatile
della loro secrezione, una singola determinazione random
potrebbe non riflettere le dinamiche di increzione di questi
ormoni. Le concentrazioni inoltre variano durante lo svi-
luppo puberale in entrambi i sessi e nel ciclo mestruale
femminile.

Trasporto e conservazione del campione

Il campione di siero o plasma presenta una elevata stabilita
a temperatura ambiente (5 giorni a 20-25 °C) ed un tempo
di conservazione fino a 14 giorni a 2-8 °C, 6 mesi a -20
°C. Devono essere evitati cicli ripetuti di congelamento/
scongelamento.

Caratteristiche analitiche
Evoluzione dei metodi di misura

I metodi radioimmunologici con singolo anticorpo policlo-
nale hanno rappresentato il metodo elettivo per il dosaggio
delle gonadotropine nei laboratori clinici per almeno due
decadi. Alla fine degli anni 80, sono stati introdotti 1 do-
saggi immunoradiometrici con doppio anticorpo monoclo-
nale sandwich, con livelli di sensibilita compresi tra 0,1 e
0,5 TU/L.15. 16 Successivamente, il tracciante radiomarcato
¢ stato abbandonato e sono stati sviluppati metodi ultra-
sensibili con due anticorpi monoclonali, che riconoscono
specificatamente la subunita  di LH o FSH e sfruttano il
principio della immunofiuorescenza o della immunoche-
miluminescenza, permettendo un aumento di 5-9 volte
della sensibilita analitica (circa 0,01 TU/L).17 I metodi di
terza generazione sono diventati ampiamente disponibili e
hanno permesso di evidenziare i bassi livelli della pulsati-
lita delle gonadotropine nel bambino prepubere e la valu-
tazione della puberta precoce o ritardata.!8

Metodiche in uso

In ambito clinico sono impiegati solo metodi immunome-
trici di tipo automatico, che risultano essere rapidi, precisi,
specifici e di elevata sensibilita (Tabella I). I metodi im-
plementati sulla strumentazione automatica sono di norma
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TaBELLA |.—Disponibilita di mercato dei metodi per la determinazione delle gonadotropine ipofisarie (prodotti con marchio CE).

Produttore Prodotto

Tecnica Strumentazione

Roche Diagnostics Elecsys LH/ Elecsys FSH

Siemens Healthineers LH/FSH
Abbott LH/FSH
Beckman Coulter hLH, hFSH
Ortho Clinical Diagnostics LH/FSH

Diasorin
Snibe Diagnostic

Liaison LH, Liaison FSH
Maglumi LH/Maglumi FSH

ElettroChemiLuminescenza (ECLIA)
Chemiluminescenza (CLIA)

Chemiluminescenza (Chemiflex)
Chemiluminescenza (CLIA)
Chemiluminescenza (CLIA)
Chemiluminescenza (CLIA)
Chemiluminescenza (CLIA)

Piattaforme analitiche Cobas

Atellica, ADVIA Centaur, IMMULITE,
Dimension Vista

Piattaforme analitiche Architect

Access, Unicel DxI

Piattaforme analitiche Vitros

LIAISON Analyzer

Piattaforma analitica Maglumi

TaBELLA |l.—Standard internazionali e materiali di riferimento per LH e FSH.

Codice Unita utilizzate Commenti Referenze
FSH  IRP 78/549 Unita Internazionali arbitrarie  Estratto ipofisario parzialmente purificato. Bangham et al. (1973)19
Interim RP 94/632 IRP 78/549 non é piu disponibile.
IS 83/575 Unita Internazionali arbitrarie  Estratto ipofisario altamente purificato. Ad uso Storring et al. (1989)20
esclusivo per immunodosaggi.
1S 92/510 Unita Internazionali arbitrarie ~ Preparazione ricombinante. WHO (1997)21
Ad uso esclusivo per immunodosaggi.
IS 92/642 Unita Internazionali arbitrarie  Preparazione ricombinante. Ad uso esclusivo per WHO (1995)22
il saggio biologico
LH LH IS 80/552 Unita Internazionali arbitrarie  Estratto ipofisario altamente purificato Storring et al. (1993)23
IS 96/602 Unita Internazionali arbitrarie  Preparazione ricombinante. Ad uso esclusivo per  WHO (2003)24

il saggio biologico

| codici in grassetto sono quelli correntemente utilizzati per la calibrazione dei principali immunoassay in commercio (modificata da Sturgeon et al.).25

quelli a sandwich, in cui un anticorpo ¢ immobilizzato su
provette, biglie di plastica, fibre di vetro od altro suppor-
to, mentre il secondo anticorpo ¢ legato ad un tracciante
che puo essere di natura diversa (enzimatico, fluorescente,
chemiluminescente). La calibrazione delle gonadotropine
¢ complessa, perché non ¢ praticamente possibile produrre
dei calibratori che rispecchino ’eterogeneita delle mole-
cole di LH e FSH presenti in circolo nel singolo soggetto.
I primi preparati sono stati ricavati dalle urine di donne in
menopausa, mentre successivamente si ¢ passati a materia-
le derivato dall’ipofisi con un grado di purificazione sem-
pre maggiore. Successivamente sono stati prodotti calibra-
tori con tecnica ricombinante, piu similari possibile al mix
di isoforme circolanti presenti e gli standard internazionali
piu utilizzati per la calibrazione delle curve di taratura dei
kit commerciali sono il 2° IRP 78/549 per I'’FSH e il 2° IS
80/552 per LH (Tabella II).19-25

E importante tenere presente che metodi diversi posso-
no dare, anche oggi, valori diversi di oltre il 50% anche
quando calibrati con lo stesso materiale di riferimento.
Complicazione ulteriore alla determinazione delle gona-
dotropine ¢ data dalla variazione della composizione delle
isoforme, non solo nel corso della vita, ma anche nel corso
del ciclo mestruale, che influenza la loro riconoscibilita da
parte dei diversi anticorpi.
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Con I’introduzione di metodiche immunometriche ultra-
sensibili, che utilizzano due differenti anticorpi monoclo-
nali che riconoscono la  subunita dell’LH e dell’FSH,
puo considerarsi superato il problema della reattivita cro-
ciata tra loro e con altre glicoproteine strutturalmente simi-
li, come TSH ed hCG: la cross-reattivita ¢ passata infatti
da valori tra 10 e il 25% a valori <1%.26

Caratteristiche postanalitiche
Refertazione
Unita di misura: mIU/mL, TU/L.

Intervalli di riferimento

I valori di riferimento dovrebbero essere differenziati per
sesso e per eta, e nella donna specificati in funzione dei pe-
riodi (pre-puberale, puberale, periodo fertile, peri-menopau-
sa, post-menopausa) nonché, nell’eta fertile, in funzione del
ciclo ovarico (fase follicolare, fase ovulatoria, fase luteale).

Raccomandazioni del GdS-EMM

Raccomandazione 1. E importante tenere presente che
metodi analitici diversi possono dare valori diversi di oltre
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il 50% anche quando calibrati con lo stesso materiale di
riferimento.

Raccomandazione 2. Sebbene il dosaggio dell’FSH al ter-
zo giorno del ciclo mestruale sia ampiamente utilizzato qua-
le indice di riserva ovarica, non ¢ appropriato dare valore
clinico a concentrazioni borderline (10-15 UI/L). Tuttavia,
ripetute misurazioni >15 UI/L sono indicative, indipenden-
temente dall’eta, di importante riduzione della riserva ova-
rica, condizione imminente a una transizione menopausale.
Raccomandazione 3. Nel sospetto di puberta precoce, il
rapporto LH/FSH >1 dopo stimolazione con GnRH ¢ dia-
gnostico per la patologia.
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