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Agrip

Inngangur: Heilkenni andrégenénamis (androgen
insensitivity syndrome, AIS) er sjikdémur, sem erfist
kynbundid vikjandi, og hefur { f6r med sér truflun 4
edlilegri kynpréun hja karlfostri, sem 4 sér stad fyrir
tilstilli testésteréns. Orsok heilkennisins er { flestum
tilvikum stokkbreyting { geni andrégenviotekis 4 X-
litningi. T pessari rannsékn er islenskri fjolskyldu lyst,
par sem fundist hafa tver stilkur med heilkenni
andrégenonemis. Leitad var ad stokkbreytingum {
geni andrégenvidtekisins 1 fjolskyldunni.

Efnividur og adferdir: ErfOaefni var einangad ur
blodi tveggja stilkna med algjort andrégendnemi
svo og ndnustu @ttingja peirra. Fjollidunarhvarf var
notad til ad fjolfalda allar 4tta ttradirnar i geni
andrégenviotekis tilfella med AIS. SSCP-adferdin
var notud til ad skima fyrir stokkbreytingum { gen-
inu. Niturbasardd peirrar Gtradar sem gaf 6edlilegt
SSCP mynstur var sidan dkvoroud. Greiningarad-
ferd, sem byggir 4 fjollidunarhvarfi og skerdibiita-
breytileika, var préud og notud til ad finna stokk-
breytta samsatu medal fjolskyldumedlima.
Nidurstodur og alyktun: Med notkun SSCP og
niturbasaradgreiningar fannst sama stokkbreytingin
atrod 5 1 geni andrégenvidtakis stilknanna tveggja
med AIS. Niturbasarodin CGA var stokkbreytt {
CAA, sem hefur { {6r me sér a0 { stad amindsyrunn-
ar argenins 1 sto0u 752 kemur glitamin (R752Q sam-
szeta). Pessi stokkbreyting er stadsett i sterabindistad
androgenviotekisins og hefur { for med sér ad pad
getur ekki bundid testdsteron.

Nidurstodur rannsdkna & fjolskyldumedlimum med
sérstakri erfOagreiningaradferd fyrir samsatuna
R752Q syndu ad um var ad reda nyja (de novo)
stokkbreytingu 1 kynfrumum médurémmu, par sem
ekki var hagt a0 greina samsatuna i erfdaefni hvitra
bl6dkorna hennar. Erfdagreiningin skapadi grund-
voll til erfoarddgjafar hja fjolskyldunni.

Inngangur

Eodlileg préun 4 kynfaerum karla 4 fésturstigi er afar
flokid liffredilegt ferli. Mikilveegur pattur i pvi ferli er
myndun andrégenstera og tenging peirra vid vidtaeki
sitt. Ef andrégensterar myndast ekki eda andrégen-
vioteki starfa ekki edlilega truflast kynpréunin. Slik
truflun veldur kliniskri svipgerd sem kollud er heil-
kenni andrégendnamis (androgen insensitivity synd-
rome, AIS) (1,2). Heilkennid er { langflestum tilvik-
um orsakad af stokkbreytingu { geni andrégenvio-

ENGLISH SUMMARY

Olafsson i, Kristjansson K, Hjaltadéttir G, Schwartz M,
bérsson AV

Complete androgen insensitivity in an Icelandic
family caused by mutation in the steroid binding
region of the androgen receptor

Laeknabladid 2000; 86: 163-6

Introduction: Androgen insensitivity syndrome (AIS) is a
X-linked rescessive disorder characterized by impairment
of the androgen-dependant male sexual differentiation.
The cause of AIS is in most cases a mutation in the gene
of the androgen receptor on the X chromosome. In this
study we describe an Icelandic family with two girls with
AIS. A search for mutations in the androgen receptor gene
was performed in order to identify the genetical and
molecular basis for AlS in this family.

Material and methods: Genomic DNA was isolated from
two girls with complete AIS and their close relatives. PCR
was used to amplify all eight exons of the androgen
receptor gene of the two AIS girls and SSCP used to
screen for mutations. DNA fragments showing abnormal
SSCP pattern were subjected to nucleotide sequencing.
PCR based diagnostic method was developed and used
to detect the mutation causing AIS in the family.

Results and conclusions: Using SSCP and DNA
sequencing a CGA to CAA missense mutation in exon 5 at
codon 752 was identified. The mutation causes in an Arg
to Gln amino acid substitution (R752Q mutation) in the
ligand binding domain of the androgen receptor and a
complete androgen insensitivity.

-Members of the family were genotyped using a PCR

based method for identification of the mutant allele. The
results strongly indicated a de novo mutation in a germ
cell of the maternal grandmother, as the mutation was not
found in her blood leucocytes. The diagnostic test
provided a basis for genetic counselling for the family.
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tekis, en { einstaka tilvikum getur skortur 4 ensyminu
So-rediktasa valdio kliniskt svipudu heilkenni (1).
Gen andrégenvidtakis er stadsett 4 X-litningi og
erfist AIS kynbundio vikjandi (3). Genid er samsett
ut atta Gtrodum og ner yfir 90 kb but af litningnum
(4,5). Pad er afritad i flestum vefjum likamans, en
stjérnun 4 tjaningu pess virdist afar flokin (6). Sjalft
andrégenviotekio er samsett Ur 919 amindsyrum,
vegur 110-114 kDa og tilheyrir hopi préunarfradi-
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lega skyldra prétina sem kalladur hefur verid kjarna-
vidtekjafjolskyldan (nuclear receptor superfamily)
(7-11). Af peim fjolda prétina sem tilheyra pessari
fjolskyldu md nefna sykurstera-, estrogen-, D-vita-
min-, A-vitamin- og skjalkirtilshorménvidtekid.
Skipta ma andrégenvidtekinu og skyldum prétinum
upp i fjéra byggingarhluta (12,13). Peir eru: 1) amin6-
endi sem ber pann hluta vidtekisins sem midlar orv-
un 4 genaafskrift, 2) DNA bindisvedi sem inniheldur
tvo svokallada sinkfingur og pekkir sérstakar radir {
préométer svaedi gena, 3) hjararhluti sem ber markréo
fyrir frumukjarna (nuclear targeting signal) og 4)
sterabindistadur sem bindur andrégen. Pegar andro-
gensteri hefur bundist vidteki sinu { umfrymi verda
breytingar { byggingu viotekisins, sem valda pvi ad
pad berst inn { kjarna frumunnar. Par binst viotakinn
dkvednum niturbasar6dum { promoter svedi utval-
inna gena og hefur ahrif 4 tjdningu peirra.

[ gagnagrunni yfir allar stokkbreytingar, sem hafa
fundist { andrégenvidtekinu (netfang http://www.
mcgill.ca/androgendb/) er lyst rimlega 300 mismun-
andi stokkbreytingum (14). Pessar stokkbreytingar
eru af ymsum gerdum og valda mismiklum kliniskum
einkennum eftir pvi hve mikil dhrif paer hafa 4 lifefna-
freedilega virkni vidtzkisins (1,2). I pessari rannsékn
er islenskri fjolskyldu lyst, par sem fundist hafa tver
stilkur med litningagerdina 46, XY og klinisk ein-
kenni algjors andrégenénamis. Gerd var leit ad
stokkbreytingum 1 geni andrégenviotakis stilknanna
og nanustu @ttingjar voru einnig rannsakadir.

Efnividur og adferdir

Urtak: B16dsyni voru tekin dr tveimur systradztrum
sem hofdu litningagerdina 46, XY og hofou greinst
med klinisk einkenni andrégenénamis. Syni voru
einnig tekin Ur madrum peirra, madrasystrum, moo-
urdommu og ommusystrum. Erfdaefnid var einangrad
dr hvitum blédkornum eins og a0ur hefur verid lyst
(15). Ranns6knin var gerd med upplystu sampykki
allra patttakenda. Visindasidanefnd Sjukrahuss
Reykjavikur og Tolvunefnd gerdu ekki athugasemd
vi0 birtingu nidurstadna.

Fjolliounarhvorf: Ger0 var leit ad stokkbreyting-
um { geni andrégenviotekis hja stilkunum tveimur
med AIS. Allar 4tta dtradirnar { geni andrégenvio-
teekisins voru fjolfaldadar med pvi ad nota 14 por
fakirna, en niturbasar6d peirra hefur d4dur veriod lyst
(16). Annad fékirnanna i pessum 14 pérum var merkt
med bi6tini i 5'-enda.

SSCP rannsékn: Svokollud SSCP adfero (single-
stranded conformation polymorphism) var notud til
a0 finna stokkbreytingu { fjolfoldudum DNA buitum
ur geni andrégenvidtekisins (16,17). Butarnir voru
rannsakadir med pvi ad blanda premur uL af hverri
fjollidunarblondu vid prja uL af hledslustudpiida
(95% formamid, 20 mM EDTA, 0,05% brémofendl
blatt og 0,05% xylen cyandl). Blandan var hitud vid
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100°C { fimm mindtur og sidan snoggkeld 4 is.
Tveimur L af synunum var hladid 4 20% einsleitt
PHAST polyakrilamid gel (Amersham Pharmacia
Biotech). Fyrir hledslu syna voru gelin undirbiin
med 10 medalvolttimum vid 5 mA, 1 W og 400 V.
Synin voru fyrst rafdregin { tvo medalvolttima vid 5
mA, 1 W og 25 V og sidan 450 medalvolttima vid 5
mA, 1 W, og 400 V. Eftir rafdratt voru DNA butar {
polyakrilamio geli gerdir synilegir med silfurlitun.

DNA niturbasaradgreining: Su utrod andrégen-
viotekis, sem gaf 6edlilegt SSCP mynstur vi0 rafdratt
(nidurstodur ekki syndar), var rannsokud frekar med
niturbasaradgreiningu. Fyrir radgreininguna voru
DNA-butar hreinsadir ur fjollidunarblondum med
QIAquick PCR Purification Kit frd Qiagen. Ein-
strengja DNA-bitar voru sidan einangradir med
notkun 4 Dynabeads M-250 streptavidin (Dynal) og
Dynal segli. Pessir butar voru sidan radgreindir sam-
kvemt adferd Sangers med Sequenase™ Kit utgafa
2.0 (USB), [a-*S]-dATP og peim fakirnum, sem not-
ud voru til ad fjolfalda viokomandi dtro0.

Arfgeroargreining: Sérstok adferd til arfgerdar-
greiningar 4 R752Q samsatunni var préud, sem
byggir 4 fjollidunarhvarfi og skerdibutabreytileika.
Tv6 hundrud og niutiu basapara (bp) kjarnsyrubdtur,
sem inniheldur utréd 5 { geni vidtzkisins, var fjol-
faldadur { fjollidunarhvarfi med hjalp fakirnanna 5
CAACCCGTCAGTAGTACCCAGACTGACC-3”
og 5-AGCTTCACTGTCACCCCATCACCATC-3"
og voru 40 hringir endurteknir vid hitastigin 93°C,
63°C og 72°C. Tveimur einingum af skerdiensiminu
SaullIA var sidan blandad vid 10 uL af fjollidunar-
blondu og skerdibttabreytileiki greindur med raf-
dreetti 4% agardsu geli. Rannsokn 4 einstaklingum
med edlilega samsztu andrégenviotekis gefur skerdi-
buta sem eru 139, 107 og 44 bp ad lengd, 4 einstak-
lingum, sem eru arfblendnir med tilliti til R752Q sam-
setunnar, 183, 139, 107 og 44 bp; og hja arfstokum
(hemizygous) einstaklingum med tilliti til R752Q
samatunnar, 183 og 107 bp.

Nidurstodur

Vio fjolfoldun og SSCP rannsokn 4 ttrodum i geni
andrégenviotekis kom fram erfdabreytileiki { utrod 5
hja stilkunum tveimur med AIS (nidurstoour ekki
syndar). Adrar utradir gensins gafu ekki merki um
breytileika. Niturbasar6d dtradar 5 { geni andrégen-
viotaekis stilknanna var dkvoroud og fundust basa-
skiptastokkbreyting { amindsyrukéda 752 (mynd 1).
Par sem edlilegur einstaklingur hefur rodina CGA
var r60in CA A hja stilkunum. Samkvemt erfoalykli
(genetic code) hafa pessi basaskipti { for med sér ad {
stad argenins { stodu 752 1 fjolpeptidkedju androgen-
vidtekisins kemur aminésyran glitamin (R752Q).
Pessi amindsyra er stadsett { sterabindistad vidtakis-
ins (mynd 2). Stokkbreytingunni R752Q i andrégen-
vidtaekinu hefur einu sinni 4dur verid lyst, en pad var



hja tveimur ndskyldum stilkum, sem einnig hofou
klinisk einkenni algjors andrégenénamis (2,18). Rann-
soknir 4 andrégenbindigetu raektadra fibréblasta fra
kynferum pessara stilkna syndu ekki melanlega
bindingu andrégens.

Einfold adferd til ad greina R752Q stokkbreyting-
una var préud, en hiin byggdist 4 fjollidunarhvarfi og
skerdibutabreytileika. Niturbasaskiptin 1 kéda 752
valda pvi ad skerdistadur fyrir skerdiensimid SaullIA
hverfur og var pad notad vid ad finna R752Q sam-
setuna. Nidurstodur vid rannsékn 4 heilbrigdum,
R752Q arfblendnum og R752Q arfstokum einstak-
lingum er synd 4 mynd 3.

Adferd til arfgerdargreiningar 4 samsatunni
R752Q var notud til ad finna arfbera innan fjolskyld-
unnar. Badar stilkurnar med litningagerdina 46, XY
og Kklinisk einkenni AIS reyndust arfstakar fyrir
stokkbreytingunni (mynd 4). Bddar madur peirra
baru stokkbreytinguna 4 arfblendnu formi, en
madrasystur voru allar edlilegar. Stokkbreytinguna
var hins vegar ekki ad finna { hvitum bl6dkornum
moédurommu stilknanna, né heldur systrum maédur-
ommu. Pessar nidurstodur benda eindregid til pess
ad um sé ad rada nyja stokkbreytingu (de novo) i
gen andrégenviotekis 1 kynfrumum médurdémmu.
Me0ur stilknanna med AIS hafa erft stokkbreyttu
samsztuna frd médurommu, en par sem um er ad
reda kynbundnar vikjandi erfdir, birtist klinisk svip-
gerd samsatunnar ekki { peim.

Umrada

I pessari rannsékn var adferdum erfdatzkninnar
beitt til pess ad finna stokkbreytingu { geni andrégen-
viotakis hjd storri fjolskyldu med tver stilkur med
litningagerdina XY og klinisk einkenni algjors andré-
gendénamis. Stokkbreytingin f6lst { niturbasaskiptum
i k6oa 752 1 fjolpeptiokedju androgenvidtekisins og
hefur 1 for med sér ad glitamin kemur { stad argenins
i sterabindistad vidtekisins (R752Q). Pessi stokk-
breyting er fyrsta stokkbreytingin { andrégenviotaek-
inu sem lyst er { islenskri fjolkyldu en 4 heimsvisu
hefur yfir 300 stokkbreytingum basaskiptastokk-
breytingum, brottfollum og innskotum verid lyst {
geninu. Hér 4 landi er vitad um nokkur fleiri tilfelli af
AIS en erfOafredileg orsok peirra hefur ekki fundist.

Erfoagreining 4 ndnustu skyldmennum stdlkn-
anna me0 AIS syndi R752Q samsztuna hja maorum
peirra, en endurteknar rannséknir 4 erfOaefni tur
hvitum blédkornum médurémmu syndu edlilega arf-
gerd. Su nidurstada bendir eindregid til ad ny stokk-
breyting hafi ordid i kynfrumum hennar. I nylegri
rannsokn 4 fjolskyldum med adeins einum einstak-
lingi med AIS reyndust 4tta af 30 (27%) bera nyjar
stokkbreytingar (19). I fimm tilfellum af pessum 4tta
var um ad reda stokkbreytingu { kynfrumu médur,
en { premur reyndust tilfellin vera med mosaik arf-
gerd. Hja 22 (73%) fjolskyldum voru meadur arf-

FREDIGREINAR / ERFBAGREINING

TGCA TGCA TGCA
G e G
o - &
G A
A A
T & T
G il — G
G \ G
T , i

control case 1 case 2

Fig. 1. DNA sequencing data for exon 5 of an amplified androgene receptor gene in a

normal male control and girls (case 1 and case 2) with androgen insensitvity syndrome

showing a G to A substitution in codon 752, which gives rise to an amino acid substitution

argenine for glutamine in the steroid-binding domain of the receptor.

DNA-binding

Transcription-
regulation

R752Q mutation

Fig. 2. Schematic representation of the functional domain structure of the androgen recep-

tor. The position of the mutation R752Q is indicated by a circle.
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blendnar. Pessar niOurstoOur syna haa tioni { myndun
nyrra stokkbreytinga { geni andrégenvidtakisins og
stydja einnig tilgditu Haldanes um ad nyjar stokk-
breytingar 4 X-litningi purfi til pess ad vidhalda arf-
gengum kynbundnum sjikdémum, sem minnka lifs-
likur og frj6semi arfbera (20,21).

Ny pekking og nyjar adferdir { erfoafredi hafa
gert leknum mogulegt ad greina med mikilli na-
kvamni orsakir zttlegra sjikdéma. I peirri stéru fjol-
skyldu sem hér er lyst voru pessar adferdir notadar til
greiningar 4 arfberum AIS. Pannig var med 6ruggum
hztti haegt ad veita fjolskyldunni erfdaradgjof og stor
hluti hennar utilokadur sem hugsanlegir arfberar.

Fig. 3. PCR-based diag-
nosis for the R752Q muta-
tion in the androgen recep-
tor gene. A DNA sequence
comprising exon 5 of the
gene was amplified (see
material and methods) and
digested with SaulllA,
electrophoresed through a
4% agarose gel, and visual-
ized with ethidium brom-
ide. Lane 1 control; lane 2
R752Q heterozygous carr-
ier; lane 3 and 4 R752Q
hemizygous girls; lane 5
Phi X174 RF Haelll DNA

size marker.
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Fig. 4. Pedigree of the fam-
ily harbouring the R752Q
mutation in the androgen

receptor. The probands and

heterozygous carriers are

indicated as filled circles

and dotted circles, respec-

tively. The rhombus indi-

cates progenies (pedigree is

partly encrypted to insure

personal privacy).
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Visindasjodur Sjukrahuss Reykjavikur fer pakkir
fyrir fjarhagslegan studning.
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