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Introduzione

La conoscenza dei meccanismi che stanno alla base dello sviluppo e della differenziazione della ghiandola pituitaria, ha dato un notevole contributo, in questi ultimi dieci anni, alla comprensione dei disordini che coinvolgono l’ipofisi, in particolare per quanto riguarda il deficit isolato di GH (IGHD = Isolated Growth Hormone Deficiency) o il deficit di GH combinato agli altri ormoni dell’adenoipofisi (TSH, ACTH, PRL, FSH ed LH) detto CPHD (Combined Pituitary Hormone Deficiency).
Nei vertebrati lo sviluppo dell’ipofisi è un processo complesso che prevede molti stadi differenziativi dipendenti dalla precisa interazione spaziale e temporale delle molecole segnale, che provengono dal diencefalo ventrale [bone morphogenetic proteins (BMP2 e 4), il fattore 8 di crescita dei fibroblasti (FGF8), Sonic Hedgehog (SHH), Wingless (Wnt4) ed il fattore di trascrizione della tiroide (Ttf1; anche detto Nkx2.1)] e dei fattori di trascrizione prodotti dall’abbozzo della ghiandola pituitaria (HESX1, PROP1, PIT1, LHX3;LHX4, GLI2 e SOX3).
Lo sviluppo dell’ipofisi è simile in tutti i vertebrati e gli studi eseguiti sui modelli murini, normali e mutanti, ne hanno evidenziato gli aspetti più importanti. (Dattani et al, 2000). Rispetto ai roditori, nell’uomo lo sviluppo dell’ipofisi è poco conosciuto, tuttavia sembra che lo sviluppo embrionale della ghiandola rispecchi quello visto nel topo (Dattani, et al, 2005).
L’ipofisi è composta di due lobi di dimensioni maggiori detti: lobo anteriore o adenoipofisi e lobo posteriore o neuroipofisi, e da un lobo intermedio più piccolo. I lobi anteriore ed intermedio derivano dall’ectoderma orale, mentre il lobo posteriore deriva dall’ectoderma neurale 
Nel topo, lo sviluppo dell’ipofisi anteriore avviene in quattro distinti stadi differenziativi (Kaufman, 1998).
Durante il primo stadio si abbozza il placode ipofisario che si forma come un ispessimento dell’ectoderma orale a ridosso del palato della primitiva cavità orale, e prende contatto con il pavimento del diencefalo ventrale.

Nel secondo stadio, l’ectoderma orale si estroflette a formare una rudimentale tasca di Rathke, mentre il diencefalo ventrale si estroflette a formare l’ipofisi posteriore.
Nel terzo stadio, si forma la tasca di Rathke definitiva, ed in ultimo si ha il differenziamento spaziale e temporale dei cinque differenti tipi cellulari che andranno a costituire la ghiandola pituitaria anteriore matura e che secernono i sei ormoni: GH, TSH, ACTH, PRL, FSH ed LH. 
Una cascata di molecole segnale e di fattori di trascrizione gioca un ruolo importante nell’organizzazione dell’organo, nella proliferazione e nel differenziamento cellulare fino alla formazione della ghiandola matura.
In particolare i prodotti dei geni Homeobox hanno un ruolo importante, poiché si legano ad elementi regolatori dei geni bersaglio mediante un motivo di 60 aminoacidi, detto homeodominio, molto conservato nella scala evolutiva. La famiglia dei geni homeobox può essere suddivisa in circa 30 classi di geni, ciascuna caratterizzata dalla sua specifica sequenza di consenso dell’homeodominio (Kappen et al, 1993). Mutazioni in alcuni di questi geni omeotici (Kappen et al, 1993; Jabs et al, 1993; Muragaki et al, 1996; Wu et at, 1998; Pfaffle et al, 1992; Radovick et al, 1992; Rao et al, 1997) sono state associate a diverse malattie appartenenti all’uomo, quindi si è supposto che mutazioni nei geni omeotici (HESX1, LHX3, LHX4, PROP1 e PIT1) coinvolti nello sviluppo dell’ipofisi potessero essere associate a difetti ipofisari come l’IGHD ed il CPHD.
Nel topo, mutazioni spontanee o indotte artificialmente in alcuni di questi geni omeotici hanno portato ad alcune delucidazioni sui disturbi ipofisari associati all’uomo (Dasen et al, 2001; Cohen et al, 2002), sebbene la correlazione tra il fenotipo umano e quello murino sia molto variabile. 

In conclusione, l’ipopituitarismo è definito come deficit di uno o di alcuni ormoni ipofisari, può essere più o meno grave ed insorgere in periodi di vita differenti. Inoltre, le anomalie ormonali possono evolvere nel tempo e quindi necessitano di una valutazione costante. Negli ultimi dieci anni, si sono individuati molti dei meccanismi che regolano la maturazione, la differenziazione e la proliferazione delle cellule che formano l’ipofisi, e molti geni coinvolti nella regolazione dei suddetti meccanismi sono stati clonati ed analizzati. 

Fino ad oggi, tuttavia, sono state identificate delle mutazioni causali solo in una modesta proporzione di pazienti con IGHD, CPHD e sindromi associate come la Displasia setto-ottica (SOD), ed in molti pazienti con ipopituitarismo non è ancora stata trovata alcuna causa genetica. Dal momento che molti di questi pazienti appartengono a casi familiari, è chiaro che restano da identificare molti geni implicati nei difetti ipofisari e la loro caratterizzazione chiarirebbe ulteriormente la patogenesi di queste condizioni complesse, oltre a districare il processo inerente il normale sviluppo della ghiandola pituitaria (Dattani 2005)
Le caratteristiche riportate dalla letteratura sui geni codificanti per i fattori di trascrizione di cui si è parlato (PIT-1, PROP-1, HESX1, LHX4 ed LHX3) sono descritte nella relazione di dottorato del 2003-2004. 
Per quanto riguarda la bassa statura dovuta al deficit isolato dell’ormone della crescita (Growth Hormone GH) la letteratura riporta un’incidenza di circa 1 su 3,480 a 1 su 10,000 nati vivi (Lacey e Parkin, 1974; Rona e Tanner, 1977; Vimpani et al, 1977; Lindsay et al, 1994). In molti casi il deficit di GH è sporadico e si pensa che sia causato da una varietà di difetti ipotalamici o ipofisari. Comunque, l’immagine di risonanza magnetica rivela difetti all’ipofisi o all’ipotalamo solo nel 12% dei pazienti con IGHD (Cacciari et al, 1990), suggerendo che i difetti genetici piuttosto che i difetti strutturali possano essere responsabili del deficit di GH in una proporzione significativa di casi. Precoci conferme per l’ipotesi che i difetti genetici possano causare il deficit di GH vengono dall’osservazione che il 5-30% dei pazienti IGHD hanno un parente di primo grado affetto (Cogan e Phillips, 1998). 
L’GH1 è il gene più ampiamente studiato nella patogenesi dell’IGHD. E’ composto da 5 esoni e 4 introni per un totale di 1800 bp ed è localizzato sul cromosoma 17q23 entro un cluster di 66 Kb che include 4 geni altamente omologhi (92-98%) dei quali il GH1 viene espresso a livello pituitario, CSH-1, CSH-2 e GH-V nelle cellule sincizioblastiche della placenta, mentre CSH-P è uno pseudogene. Le mutazioni nel gene GH1 sono state scoperte in circa il 12,5% dei casi familiari e nel 10% dei casi sporadici di IGHD ed includono delezioni dell’intero gene e mutazioni nonsense nelle forme più gravi, e mutazioni di splicing nelle forme meno gravi.

Il peptide maturo è composto da 191 aminoacidi e circa il 75% del GH circolante corrisponde a questa forma di 22 kDa, mentre splicing alternativi danno origine a forme minori. La forma minore maggiormente presente (5-10%) è il peptide bioattivo di 20 kDa che deriva da uno splicing alternativo per l’utilizzo di un sito criptico nell’esone 3 che provoca una perdita di 15 aminoacidi (32-46). Altre forme minori dovute alla perdita degli esoni 3 e 3/4 sono state già riportate dalla letteratura. La forma di 17,5 kDa corrisponde allo skipping dell’esone 3 (e perde gli aminoacidi 32-71), quella di 11 kDa corrisponde allo skipping degli esoni 3 e 4 (e perde gli aminoacidi 32-126). Studi clinici hanno descritto quattro distinte forme di IGHD familiare; le due forme più frequenti (Tipo IA e IB) hanno una trasmissione a carattere autosomico recessivo, mentre le forme più rare sono trasmesse come autosomiche dominanti (tipo II) o con caratteristiche legate all’X (tipo III) (Cogan e Phillips, 1998; Lee et al, 2000).
I pazienti affetti da IGHD di tipo IA hanno un deficit completo di GH, non tollerano il trattamento sostitutivo con il GH ricombinate (hGH) nonostante rispondano, in un primo tempo, alla terapia e producono anticorpi contro il hGH stesso. Si presentano con grave ritardo di crescita e di sviluppo ed hanno una tipica facies con bozze frontali, naso a sella e difetti nella dentizione. Il disturbo è caratterizzato da una trasmissione di tipo autosomico recessivo e fino ad oggi sono stati documentati solo pochi casi in soggetti nati da genitori consanguinei. La maggior parte dei pazienti mostra una delezione di grandi dimensioni (6,7-45 Kb) nel gene GH1 (Phillips et al, 1981). Tuttavia, sono state descritte delle microdelezioni anche di una sola base che provocano slittamenti della cornice di lettura con conseguente proteina tronca. Nei soggetti molto bassi (altezza – 4 deviazioni standard) si stima che la prevalenza delle delezioni nel GH1 sia del 9-38% (Wagner et al, 1998). Questi pazienti mostrano una marcata variabilità nel fenotipo, nella risposta al trattamento con hGH e nella produzione di anticorpi anti-GH, anche se sono membri della stessa famiglia ed hanno ereditato la medesima delezione. Il trattamento per questi pazienti, in particolare per quelli con una scarsa risposta al hGH e con un’elevata produzione di anticorpi anti-GH avviene con somministrazione di IGF-1 ricombinate. 
I pazienti con IGHD di tipo IB (la forma più frequente e meno grave rispetto al tipo IA) hanno un deficit isolato di GH che spesso esordisce in epoca prenatale, ma sottoposti ai test di stimolo ipofisario mostrano concentrazioni di GH basse e misurabili. La trasmissione ha caratteristiche autosomiche recessive. I pazienti si presentano con bassa statura e ritardo di crescita, ma questa condizione è caratterizzata da una buona risposta al trattamento con hGH senza la produzione di anticorpi anti-GH. L’ IGHD di tipo IB è causato sia da mutazioni nei siti di splicing del gene GH1 sia da mutazioni nel gene che codifica per il recettore del GHRH (GHRH-R) (Procter et al, 1998; Wajnrajch et al, 1996). Il gene GHRH-R mappa al locus 7p15 e codifica per una proteina di 423 aminoacidi che è un recettore di membrana associato ad una G-protein. GHRH-R è necessario per la proliferazione delle cellule somatotrope e per lo sviluppo dell’ipofisi anteriore. Ad oggi sono state documentate mutazioni nel gene GHRH-R in 65 pazienti (Carukushansky et al, 2003). 
L’IGHD di tipo II ha trasmissione autosomica dominante ed è causato, per la maggior parte dei casi, da mutazioni nel sito di splicing dell’esone 3 del gene GH1. I pazienti si presentano con bassa statura e rispondono bene alla terapia sostitutiva con hGH senza produzione di anticorpi anti-GH. Queste mutazioni che alterano lo splicing normale, di solito cadono nel sito donatore o nelle prime 6 basi del III introne (IVS3: intervening sequence) (Mullis et al, 2002) provocando lo skipping dell’esone 3 stesso e la produzione della proteina di 17,5 kDa che manca degli aminoacidi 32-71 (Binder e Ranke, 1995), corrispondenti all’intera ansa che connette l’elica 1 con l’elica 2 della struttura terziaria del GH, e di conseguenza del ponte disolfuro tra l’aminoacido 53 ed il 165 (de Vos et al, 1992; Cunningham et al, 1991). Altre mutazioni che danno lo stesso risultato sono state trovate nelle sequenze dello splice enhancer esonico (ESE) dell’esone 3 (in +1 G->T e in +5 A->G) e dello splice enhancer intronico (ISE) dell’introne 3 (in +28G->A e nella delezione +28-45) (Takahashi et al, 2002; Cogan et al, 1995; Moseley et al, 2002; Cogan et al, 1997; Ryther et al, 2003; McCarthy, 1998). Queste mutazioni si trovano entro sequenze ricche in purine e causano un aumento dei livelli di trascritti con skipping dell’esone 3, suggerendo che l’utilizzo dei normali elementi di splicing potrebbe essere distrutto. I primi 7 nucleotidi dell’esone 3 sono cruciali per lo splicing dell’mRNA (Ryther et al, 2004), tanto che alcune mutazioni nonsense potrebbero causare lo skipping di uno o anche di più esoni durante lo splicing dell’mRNA. Oltre le mutazioni che portano allo skipping dell’esone 3, per l’IGHD tipo II sono state riportate mutazioni missense che comprendono la sostituzione della prolina in posizione 89 con la leucina (P89L), dell’arginina in 183 con l’istidina (R183H) e della valina in 110 con la fenilalanina (V110F) (Duquesnoy et al, 1998; Deladoey et al, 2001; Binder et al, 2001).
A livello funzionale, la variante di 17,5 kDa ha effetto dominante negativo ed influisce negativamente sulla secrezione dell’isoforma di 22 kDa sia in vitro (colture cellulari) che in vivo (animali transgenici) (Lee et al; 2000; McGuiness et al, 2003). Dagli esperimenti sembra che la variante di 17,5 kDa venga trattenuta nel reticolo endoplasmatico, distrugga l’apparato del Golgi e danneggi l’ isoforma di 22kDa (Graves et al, 2001) riducendone parzialmente la stabilità. La proteina di 17,5 kDa, mancando della cisteina in posizione 53 che forma uno dei due ponti di-solfuro, non avrebbe un folding corretto. In genere le proteine con un “folding non corretto” sono ri-trasportate nel citosol, vengono degradate dal proteasoma e solitamente non causano un effetto dominate negativo, a meno che non vi sia un eccesso di produzione della proteina “misfolded” tale da danneggiare la capacità di degradazione del proteasoma stesso (Gething et al, 1990; Schwartz e Ciechanover, 1999). Recentemente si è pensato che l’isoforma di 17,5 kDa possa formare degli eterodimeri con l’isoforma di 22 kDa che a sua volta formerebbe degli omodimeri. La successiva oligomerizzazione con gli eterodimeri non sarebbe sufficiente da permettere il packing (l’impaccamento) e la condensazione delle proteine corrette, bloccando la formazione del GH nelle vescicole secretorie mature del trans-Golgi. I complessi eterodimerici 17,5 kDa+22 kDa sono stabili ma incapaci di uscire in modo efficiente tramite le vescicole secretorie, perciò si accumulerebbero nel Golgi e nella riserva del reticolo endoplasmatico scatenando la risposta cellulare di ritrasporto nel citosol. Quando la produzione dei complessi supera la capacità di degradazione del proteasoma, questi si accumulano come aggregati nel citosol, nel reticolo endoplasmatico e nel Golgi, provocando in ultimo un effetto tossico. In vivo, nel topo transgenico per la delezione dell’esone 3 del GH (McGuinness et al, 2003) questo effetto è ancora più pronunciato ed accelerato per la stimolazione del GHRH sulle cellule somatotrope. Il GH normalmente regola la sua produzione tramite feedback diretti ed indiretti, riducendo la secrezione di GHRH ed aumentando l’espressione di somatostatina. La mancanza di questo feedback nel topo transgenico porta ad un aumento di GHRH e ad una diminuzione di somatostatina rispetto all’animale normale. L’impulso eccessivo di GHRH stimola sia la produzione della proteina di 22kDa sia dell’isoforma di 17,5 kDa portando in ultimo al blocco cellulare. Il successivo deficit di GH e la deregolazione del GHRH formerebbe quindi un circolo vizioso che accelererebbe la produzione e l’autodistruzione della popolazione cellulare del GH, esaurendo rapidamente la capacità di generare nuove cellule somatotrope. L’animale transgenico infatti mostra un grave deficit nella crescita, ipoplasia dell’ipofisi anteriore per grave perdita delle cellule somatotrope, che all’esame microscopico mostrano un ingrandimento del reticolo endoplasmatico, dei mitocondri, dell’apparato del Golgi e molte vescicole lipidiche. 
Nell’uomo, dal punto di vista clinico, la bassa statura grave (< 4,5 SDS) non è presente in tutti gli individui affetti, e ciò indica che in alcune forme di IGHD di tipo II il difetto nella crescita può essere più o meno grave. Si è ipotizzato che i bambini con mutazioni nei siti di splicing fossero più bassi ed avessero un esordio precoce rispetto ai loro coetanei con mutazioni missense (Binder et al, 2001). 
Complessivamente, questi dati indicano che la variabilità fenotipica dovuta al deficit di GH di tipo II sia dipendente dalla quantità della proteina di 17,5 kDa rispetto alla proteina di 22kDa (McGuinness et al, 2003; Millar, et al, 2003), poiché sarebbe il loro rapporto a determinare la secrezione di GH.
Da studi in vitro sembra che mutazioni nel sito donatore dell’IVS3 (+1/+2 bp) abbiano un effetto più grave per l’aggregazione dello spliceosoma e per il suo funzionamento rispetto alle mutazioni che cadono in posizioni più lontane (in +5/+6 bp rispetto al sito donatore, nell’ISE o nell’ESE), e ciò influirebbe anche sullo skipping dell’esone 3 e di conseguenza sulla produzione della proteina di 17,5 kDa. L’aumento della variante di 17,5 kDa, che apparentemente esercita un effetto dominante-negativo sull’impaccamento e sulla secrezione della proteina normale di 22 kDa, porterebbe infine ad un fenotipo più grave.
L’IGHD di tipo III ha caratteristiche di tipo recessivo ed è legato all’X. Oltre al deficit di GH, in questi pazienti è stata vista anche agammaglobulinemia. Non è stata documentata alcuna anomalia entro il GH-1 ed il meccanismo che sottostà al fenotipo per ora è sconosciuto.
Progetto anno 2004-2005

Il progetto del quarto anno di Dottorato è stato quello di allestire un database che comprendesse campioni biologici (DNA) di soggetti affetti da IGHD, da CPHD, da bassa statura idiopatica o da anomalie e malformazioni cerebrali di altro genere (oloprosencefalie e displasie setto-ottiche o SOD), corredato di tutti i dati clinici disponibili e dei risultati ottenuti dalle analisi molecolari.
I campioni sono giunti al nostro centro da altri centri ospedalieri per la cura dei disturbi endocrinologici, sia italiani (principalmente Torino, Bari, Napoli e Messina) che stranieri (Turchia). La raccolta dei pazienti ed eventualmente dei loro familiari è iniziata nel 1995. L’inclusione dei soggetti, da parte dei clinici, è avvenuta sulla base dei criteri competenti ed attinenti l’endocrinologia pediatrica. Si sono considerati i valori antropometrici dei soggetti, utilizzando come riferimento le carte di crescita italiane, la velocità di crescita e di sviluppo puberale, i valori ormonali basali (GH, TSH, ACTH, LH e FSH) e dopo test di stimolazione ipofisaria, la morfologia dell’ipofisi e degli annessi tramite la risonanza magnetica o la tomografia cranica. In seguito si è tenuto conto della familiarità per la malattia e delle unioni tra consanguinei. 

Il numero totale dei soggetti affetti da IGHD è di 189 pazienti suddivisi in 121 maschi e 68 femmine, con un’età mediana (range) alla diagnosi pari a 7,8 anni (0,42-16,5) ed una media della SDS dell’altezza pari a -2,17 (± 1,23).

I maschi hanno un’età mediana di 7,75 anni (0,3-16,5) ed una media della SDS dell’altezza pari a -2,25 ± 1.

Le femmine hanno un’età mediana di 7,25 anni (0,4-13) ed una media della SDS dell’altezza pari a -2,67 ± 1,59.
Mediante la Risonanza Magnetica (RMN) o la Tomografia Assiale Compiuterizzata (TAC) si è potuto dedurre che un 44% dei pazienti IGHD mostra ipoplasia dell’ipofisi, un 22% ha un’ipofisi normale, un 20% un’ectopia neuroipofisaria, un 18% alterazioni del peduncolo, un 14% una sella vuota totale o parziale, un 6% un’ipoplasia neuroipofisaria, un 4% cisti aracnoidee e displasia setto-ottica ed un 2% malformazione di Chiari di Tipo I, agenesia neuroipofisaria, asimmetria dell’emisfero sinistro ed agenesia del corpo calloso.
Il numero totale dei soggetti affetti da CPHD è di 91 soggetti suddivisi in 53 maschi e 38 femmine, con un’età mediana (range) alla diagnosi pari a 6,85 anni (0,3-24,12) ed una media della SDS dell’altezza pari a -2,8 ± 2,24.

I maschi (M) hanno un’età mediana di 6,5 anni (0,3-17,2) ed una media della SDS dell’altezza pari a -3,10 ± 2,35.

Le femmine (F) hanno un’età mediana di 8,41 anni (1-24,1) ed una media della SDS dell’altezza pari a -2,07 ± 1,94.

Mediante RMN o TAC si è potuto dedurre che un 29,8% dei pazienti CPHD mostra ipoplasia dell’ipofisi, un 17,9% alterazioni del peduncolo, un 17,9% una sella vuota totale o parziale, un 16,4% ha un’ipofisi normale, un 10,4% un’ectopia neuroipofisaria, un 6% mostra displasia setto-ottica, un 4,5% mostra agenesia neuroipofisaria, un 3% un’ipoplasia neuroipofisaria ed un 1,5% mostra ipoplasia del corpo calloso, dissociazione adenoipofisi-neuroipofisi, malformazioni cerebellari, macroadenoma ipofisario.
Sono poi presenti 14 soggetti (9M/3F) caratterizzati da un GH inattivo, 78 soggetti (43M/35F) con bassa statura idiopatica e familiare o ritardo di crescita costituzionale e 7 soggetti con malformazioni cerebrali associate a sindromi (Noonan e Turner). 
Per i soggetti affetti da IGHD l’analisi molecolare prevedeva di studiare come primo gene candidato il GH1, ed in successione il gene codificante per il recettore del GHRH, i geni PROP-1 e PIT-1 solo se i soggetti erano pre-puberi, ed infine HESX1, indipendentemente dallo sviluppo dei pazienti.

I soggetti affetti da CPHD sono stati suddivisi in pre-puberi, ipogonadici e puberi. I CPHD pre-puberi sono stati studiati in successione per PROP-1, PIT-1, HESX1, LHX4 ed LHX3; quelli ipogonadici per PROP-1, HESX1, LHX4 ed LHX3; quelli puberi per PIT-1, PROP-1, HESX1, LHX4 ed LHX3. 
L’analisi molecolare che mi ha riguardata direttamente ha preso in considerazione i geni HESX1 ed LHX4. Ho analizzato il gene GH1 solo in alcuni soggetti di cui riporto i risultati in questa relazione di dottorato.
I risultati ottenuti dallo studio di HESX1 ed LHX4 sono in parte riportati nella relazione di dottorato 2003-2004, qui di seguito riporto gli aggiornamenti che li riguardano.
Il gene HESX1, composto da 4 esoni e 3 introni è stato analizzato tramite sequenziamento diretto o DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) in 83 CPHD e 175 IGHD.
Degli 83 CPHD, 82 non hanno riportato alcuna variazione nella sequenza (WT) e solo 1 soggetto ha mostrato una variazione in eterozigosi G385A con scambio della Valina in posizione 129 con l’Isoleucina (Val129Ile).
Dei 175 IGHD, 168 erano WT, 2 hanno riportato la variazione Val129Ile, 3 la variazione Asn125Ser per scambio in eterozigosi di A374G (già riportato dalla letteratura in Thomas et al, 2001.), 1 soggetto ha riportato una variazione sinonima His61His per scambio in eterozigosi di T183C ed 1 soggetto la variazione Gln6His per scambio in eterozigosi di G18C. La variazione Gln6His è l’unica mutazione trovata e probabilmente causa della malattia (già riportata dalla letteratura in Thomas et al, 2001).
Inoltre, per ognuno dei 4 esoni, sono stati analizzati mediante DHPLC dei controlli sani e precisamente: sono stati valutati 236 alleli per l’esone 1 senza trovare alcuna variazione, 80 alleli per l’esone 2 senza alcuna variazione, e 180 alleli per gli esoni 3 e 4 in cui, invece, si sono trovati i 2 polimorfismi (Val129Ile in 1 soggetto e Asn125Ser in un altro soggetto). Le frequenze alleliche dei 2 polimorfismi nel gruppo dei CPHD-IGHD e nel gruppo dei soggetti sani sono del tutto sovrapponibili. 

Il gene LHX4, composto da 6 esoni e 5 introni, è stato analizzato tramite DHPLC in 79 CPHD. In questo gruppo si sono trovati 2 polimorfismi, il primo porta ad uno scambio aminoacidico di una Asparagina con una Serina in posizione 328 (Asp328Ser) per la sostituzione A983G, il secondo è la sostituzione C384T che porta ad una variazione sinonima Asp128Asp. Le frequenze alleliche della variante più comune, Asp328Ser, all’interno del gruppo dei soggetti affetti da difetti ipofisari sono del tutto sovrapponibili con quelle del gruppo di controllo dei soggetti sani, essendo la frequenza allelica di G pari a 0,58 e 0,60 e la frequenza di A pari a 0,42 e 0,40 rispettivamente nel gruppo dei CPHD e dei controlli sani (p= NS). Non è stata ancora valutata la frequenza allelica per la sostituzione C384T che porta ad Asp128Asp.
Tra i pazienti affetti da IGHD di tipo familiare analizzati per il GH1, si sono individuati 2 soggetti, madre e figlia, che portano una nuova mutazione a carattere autosomico dominante, con effetto negativo. La mutazione si trova nel III introne del gene (IVS3) ed è una delezione di 22 bp (posizione +55-76) in condizione di eterozigosi che comprende la sequenza del branch-site intronico (BPS : Branch point sequence).
Caso clinico=

La probanda era una bambina di 2 anni giunta all’osservazione dei medici per un grave ritardo di crescita insorto a 7 mesi. Alla nascita per parto eutocico dopo 36 settimane di gestazione, pesava 2720 g (25th percentile) ed aveva una lunghezza di 44 cm (3rd percentile). Il suo fenotipo aveva le caratteristiche tipiche dell’IGHD: un lento ma armonico e proporzionato sviluppo corporeo, bozze frontali pronunciate e naso a sella. Dopo valutazioni biochimiche che escludessero un disturbo organico, sono stati eseguiti 2 tests di stimolazione ipofisaria per la secrezione del GH che hanno dimostrato un deficit completo dell’ormone (IRMA assay: picco di GH pari a 0,4 ng/ml), confermato dal dosaggio dell’IGF1 (<15 ng/ml). La bambina non aveva altri deficit ormonali (TSH, cortisolo) e la risonanza magnetica ha messo in evidenza una leggera ipoplasia dell’adenoipofisi.

Quindi, dall’età di 9 mesi, la paziente è stata sottoposta a terapia con il hrGH ed ha risposto positivamente, crescendo di 20 cm durante il primo anno di trattamento. La madre della probanda, di 39 anni, era giunta all’osservazione dei medici per un grave ritardo di crescita insorto a 4,6 anni. Era stata sottoposta a terapia sostitutiva ma discontinua con GH estrattivo fino a 16 anni raggiungendo una statura di 146 cm. Tuttavia, dopo la sospensione del GH, la madre ha sviluppato una grave forma di obesità. Recentemente, all’età di 38 anni, è stata sottoposta al test di stimolazione ipofisaria che ha confermato il deficit completo di GH (picco di GH pari a 0,5 ng/ml) mentre i livelli degli altri ormoni rientrano nella normalità. La donna è stata riammessa alla terapia con hrGH ed attualmente sta dimagrendo. La risonanza magnetica dell’ipofisi mostra un’adenoipofisi di dimensioni normali 

Madre e figlia sono state sottoposte ad analisi molecolare del gene GH1. Il sequenziamento diretto del gene su DNA genomico ha messo in evidenza una delezione nell’IVS3 in condizione eterozigote, che mediante sub-clonaggio si è potuto valutare con precisione come una delezione di 22 bp dalla posizione +56 a +77 (rispetto al sito donatore GT del III introne).
Per identificare l’origine della delezione, tutti i membri della famiglia materna sono stati tipizzati utilizzando i polimorfismi descritti nel promotore, in questo modo si è visto che l’allele con aplotipo -278T/-75A/-57G/-6G/+3G nelle due probande è stato trasmesso intatto nei fratelli della madre, quindi la delezione di 22 bp è insorta de novo (figura 2a). Successivamente si è estratto l’RNA dai linfociti di sangue periferico delle due probande e dei familiari della madre e si sono eseguite delle RT-PCR utilizzando 2 coppie di primers. 
La 1° coppia (RT-PCR1) comprendeva = al 5’ un primer nel II esone ed al 3’ un primer tra il IV ed il V esone.

La 2° coppia (RT-PCR2) comprendeva = al 5’ un primer con una sequenza in parte nel II esone e in parte nel III esone e al 3’ un primer nel V esone:

[La 3° coppia mostrata in figura 1 (RT-PCR3) comprendeva = al 5’ un primer nel II esone e al 3’ un primer nel V esone, ed è stata utilizzata per gli esperimenti condotti in vitro].
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La prima reazione (RT-PCR1) (figura 2b) mostra nella bambina e nella madre la presenza di 2 bande di uguale intensità. La più alta di 389 bp corrisponde al cDNA contente l’esone 3, la più bassa di 269 bp corrisponde al cDNA in cui manca l’esone 3 per uno skipping al momento dello splicing. Gli altri membri della famiglia mostrano solo una banda di 389 bp corrispondente al cDNA contenente l’esone 3 ed una leggerissima banda di 344 bp che corrisponde all’mRNA derivante dallo splicing alternativo nell’esone 3 con perdita delle prime 45 bp (proteina di 20 kDa).

Molte delle mutazioni nell’uomo riportate in precedenza nel BPS portano ad uno skipping parziale o totale dell’esone che segue l’introne mutato (Maslen et al, 1997).) oppure alla ritenzione dell’introne recante il BPS mutato (Kuivenhoven et al, 1996) 

La presenza di prodotti derivanti da splicing aberranti che coinvolgessero l’esone 4 è stata cercata mediante i primer disegnati per l’RT-PCR2 che ha mostrato solo una banda di 548 bp per tutti i componenti della famiglia, corrispondente al cDNA contenente il terzo esone, che in ultimo corrisponde alla proteina normale di 22 kDa (figura 2c). 
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Queste reazioni rivelano che, a livello periferico, la delezione nell’IVS3 produce in maggior quantità un mRNA con lo skipping dell’esone 3.
Per verificare se esistessero altri prodotti di splicing aberranti oltre lo skipping dell’esone 3, si sono transfettate indipendentemente due popolazioni di cellule ipofisarie di ratto (GH4C1): la prima con l’allele recante la delezione IVS3 del+56-77 e la seconda con l’allele intatto, wt. Le cellule sono state mantenute in coltura per 48 ore, successivamente si è estratto l’RNA totale, retrotrascritto a cDNA e si è proceduto con le reazioni di RT-PCR eseguite con le coppie di primers (figura 1) specifiche per l’uomo.

L’RT-PCR1 sul cDNA ottenuto dalle cellule trasfettate con l’allele normale ha prodotto tre bande: la più intensa di 389 bp, e due leggerissime di 344 bp ed di 269 corrispondenti rispettivamente al prodotto di 22 kDa, di 20 kDa e di 17,5 kDa. L’amplificazione del cDNA ottenuto dalle cellule trasfettate con l’allele deleto ha dato solo la banda di 269 bp corrispondente allo skipping dell’esone 3 (proteina di 17,5 kDa). 
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Quando si è eseguita l’RT-PCR2 (che utilizza primers non appaianti con il prodotto di skipping dell’esone 3) sul cDNA ottenuto dalle cellule trasfettate con l’allele normale si è visualizzata una sola banda di 548 bp corrispondente al prodotto di 22 kDa, mentre il cDNA delle cellule trasfettate con l’allele deleto produce tre bande: la più alta di 548 bp corrispondente al prodotto completo, la più intensa di 462 bp che corrisponde alla delezione delle prime 86 bp dell’esone 4 ed una di 383 bp che corrisponde allo skipping dell’esone 4. Da questi esperimenti eseguiti su cellule ipofisarie di ratto trasfettate con il costrutto contenente l’allele deleto si è potuto dimostrare la presenza di altri due splicing aberranti che coinvolgono l’esone 4 non altrimenti visibili a livello periferico. Inoltre con questo set di primer (RT-PCR2) è stato possibile mettere in evidenza che l’allele deleto produce 
anche una quantità di prodotto normale, non visibile con l’RT-PCR1.
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Per confrontare in modo diretto la quantità relativa di tutte le isoforme generate dall’allele deleto, è stata disegnata una coppia di primer (RT-PCR3) che al 5’ si appaia con l’esone II e al 3’ con l’esone V. Tuttavia non è stato possibile fare un’analisi quantitativa ma solo approssimativa dei prodotti, visualizzando su gel di agarosio al 2% i frammenti di PCR, e tenendo in considerazione che i frammenti più piccoli sono amplificati in modo preferenziale rispetto agli altri. 
Il cDNA ottenuto dall’allele deleto produce 4 frammenti, le due bande di maggior intensità corrispondono allo skipping dell’esone 3 (398 bp) e allo skipping degli esoni 3 e 4 (233 bp), le due bande più deboli sono un mix dei due prodotti che si sono uniti in un heteroduplex; con questo set di primers non è stato possibile, invece, amplificare il prodotto normale e quello recante lo skipping dell’esone 4. L’RT-PCR3 eseguita sul cDNA ottenuto dall’allele normale mostra 2 bande di uguale intensità, una di 518 bp che corrisponde al prodotto completo ed una di 233 bp che è lo skipping degli esoni 3-4.
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Le mutazioni nelle sequenze regolative dello splicing che causano un aumento dei livelli di trascritti con skipping dell’esone 3 (e produzione dell’isoforma di 17,5 kDa), sono una causa comune dell’IGHD di tipo II. Questa delezione di 22 bp nell’IVS3 (IVS del +56-77) qui descritta rimuove completamente la sequenza del branch-site intronico [AGCCAAT] localizzata tra -20 e -25 a monte della giunzione introne3/esone4. L’analisi dell’mRNA estratto dai linfociti di sangue periferico ha dimostrato che questa mutazione riproduce un modello di splicing analogo a quello osservato in molti casi di IGHD di tipo II, ossia la probanda e sua madre mostravano due trascritti principali di uguale intensità: il primo corrispondente al prodotto completo tutti gli esoni (codificato dall’allele normale), il secondo corrispondente al prodotto aberrante con lo skipping dell’esone 3 (codificato dall’allele deleto). Di conseguenza, il fenotipo determinato dalla delezione di 22 bp nell’IVS3 correlava con quello osservato in altri pazienti affetti da IGHD di tipo II, dovuto a mutazioni nel sito di splicing. La letteratura riporta che il fenotipo degli individui affetti da IGHD di tipo II è molto variabile ed eterogeneo. In media, i pazienti con mutazioni di splicing mostrano un esordio più precoce nel ritardo di crescita che è progressivo e più grave rispetto ai pazienti con mutazioni missense.
La variabilità del fenotipo, tuttavia, è presente anche tra i membri affetti di una stessa famiglia e ciò dimostra che la crescita dipendente dal GH durante l’età pediatrica è diversa da individuo ad individuo ed è modificata da vari fattori, molti dei quali sono ancora del tutto sconosciuti.
In questo caso, entrambe le pazienti hanno mostrato un esordio precoce nel ritardo di crescita in epoca postnatale, ritardo che si è progressivamente aggravato. La bambina ha mostrato un arresto della crescita all’età di 4 mesi ed è stata diagnosticata a 7 mesi (-5,8 SDS); la madre è stata diagnosticata all’età di 4,6 anni (-6,9 SDS). Il fenotipo clinico, tuttavia, è un po’ meno grave nella madre rispetto alla figlia, sia per quanto riguarda la secrezione di GH, sia per le dimensioni dell’ipofisi. Alla diagnosi, infatti, il picco di GH era ridotto nella madre (pari a 3,0 ng/ml) ma assente nella figlia; e la grandezza dell’ipofisi è normale nella madre ma inferiore rispetto ai limiti normali nella figlia. Il test di stimolazione ipofisaria eseguito nella madre in età adulta non ha provocato, però, un rilascio di GH suggerendo che ci sia stato un esaurimento della funzione delle cellule somatotrope nel tempo. Al contrario, la madre non ha sviluppato altri deficit degli ormoni ipofisari come descritto in alcuni pazienti adulti affetti da IGHD di tipo II (Mullis et al,2005). Le mutazioni descritte in precedenza nell’IGHD di tipo II e considerate responsabili dell’aumento patologico di trascritti con skipping dell’esone 3, si trovavano o al 5’ del sito di splicing dell’IVS3 oppure entro le sequenze di enhancer (ESEs nell’esone 3 e ISEs nell’IVS3) deputate a regolare la corretta inclusione dell’esone 3 nell’mRNA maturo. 

La mutazione di 22 bp nell’IVS3 qui descritta è diversa perché lascia intatte le giunzioni di splicing e gli enhancers mentre rimuove del tutto il BPS. In base a quanto osservato nella altre malattie dell’uomo, si era pensato che una mutazione nel BPS potesse portare allo skipping totale o parziale dell’esone 4. Tuttavia, l’analisi dell’mRNA estratto dai linfociti, così come l’analisi dell’mRNA estratto dalle cellule ipofisarie di ratto trasfettate con l’allele deleto ha dimostrato che il trascritto principale era lo skipping dell’esone 3. Inoltre l’RT-PCR2 eseguita sull’mRNA delle cellule ipofisarie di ratto trasfettate con l’allele deleto ha permesso di identificare due isoforme aberranti che sono la conseguenza della mutazione nel BPS. La prima di queste due isoforme, senza l’esone 4, codificava per un presunto peptide privo degli aminoacidi 72-126, l’altra era un mRNA privo delle prime 86 bp dell’esone 4 che causa uno sfasamento della cornice di lettura e porta ad una presunta proteina che viene troncata all’aminoacido 77. E’ probabile che questa isoforma derivi dall’utilizzo di un sito di splicing criptico AG in posizione 85-86 dell’esone 4. Il riconoscimento di questo sito potrebbe essere mediato dalla presenza di un BPS criptico [CGCCAAC] localizzato tra i nt 78-84 dell’esone 4. La quantità dell’mRNA anomalo senza l’intero esone 4 o di una parte di esso nei linfociti dei pazienti è molto basso se confrontato con l’mRNA normale e deleto dell’esone 3 e può essere visualizzato soltanto in specifiche condizioni sperimentali, anche se una delle ragioni potrebbe essere la rapida degradazione dell’mRNA aberrante (Alonso, 2005).
E’ probabile che le due isoforme aberranti (skipping del 4 e delezione delle sue prime 86 bp) che coinvolgono l’esone 4 siano la conseguenza della mutazione del BPS, mentre l’isoforma con lo skipping dell’esone 3 potrebbe essere spiegata dall’esperimento eseguito nel lavoro di Ryther e colleghi (Ryther et al, 2004). Questo esperimento dimostra l’importanza della lunghezza dell’introne 3 per il corretto splicing dell’mRNA, in quanto delezioni di 12-14 bp sarebbero sufficienti a provocare ed aumentare lo skipping dell’esone 3. Quindi sarebbe la riduzione dell’introne e non tanto le delezioni di specifiche regioni la causa dell’aumentata quantità di isoforma che porta alla proteina di 17,5 kDa. Si potrebbe speculare che il maggior effetto della delezione di 22 bp nell’IVS3, che riduce notevolmente l’introne comprendendo anche il BPS, sia lo skipping dell’esone 3 e la produzione della proteina di 17,5 kDa. Tuttavia, nei mutanti deleti riportati da Ryther (2004) il BPS nell’IVS3 è stato mantenuto e mediava la formazione del laccio (lariat) con il sito donatore dell’IVS2. Per spiegare lo skipping dell’esone 3 in assenza del BPS si potrebbe pensare che esista un BPS criptico nell’IVS3: due sequenze di 5 e 7 basi della sequenza consenso sono localizzate a monte della delezione, a -40/-45 e -61/-67 dal sito accettore dell’allele deleto, che sono distanze compatibili con la funzione del BPS (Helfman, 1989).
In conclusione, il contesto in cui la mutazione del BPS è localizzato ha una grande influenza fenotipica piuttosto che la mutazione del BPS di per sé, ed è lo skipping dell’esone 3 il prodotto principale e la causa dell’IGHD di tipo II nelle pazienti. E’ poco probabile che le due isoforme con lo splicing aberrante per l’esone 4 contribuiscano al fenotipo IGHD II dal momento che sono anche poco espresse.
E’ in progetto un’analisi di mutagenesi per stabile se è la delezione di 22 bp nell’IVS3 (+56/77) la causa dello skipping dell’esone 3 e la responsabile dell’IGHD di tipo II.
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