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Risultati scientifici

1. Introduzione

Asse ipotalamo-ipofisario

La tiroide € una ghiandola endocrina, di tipo tallare, localizzata nella regione anteriore debgol
produce due ormoni, tiroxina (T4) e triiodotironifie8), regolatori della crescita e del metabolismo
e secerne inoltre un altro ormone, la calcitopgménvolto nella regolazione del calcio (1).

La secrezione e la sintesi degli ormoni tiroidems@ontrollate da due ghiandole situate nell'area
cerebrale: l'ipofisi e l'ipotalamo. La prima hasloopo di produrre la tireotropina, nota anche eon |
sigla TSH (thyroid-stimulating hormone), la quakeihcompito di incrementare la produzione degli
ormoni T3 e T4, esercitando un’azione trofica stillaide con conseguente ipertrofia delle sue
cellule follicolari. L'ipotalamo, a sua volta, iofsce sulla regolazione del TSH tramite la
produzione dellormone liberante la tireotropinagta anche con la sigla TRH (thyrotropin-
releasing hormone). Questa regolazione é notal comie di asse ipotalamo-ipofisario (Figura 1).
La tireotropina € una glicoproteina prodotta dpdfisi anteriore ed € composta da due subunita
proteiche, alfa e beta, che unite formano I'ormyeTe e proprio; la subunita alfa e del tutto sinaile
guella di altre tropine ipofisarie (FSH, LH, HC@)gentre la subunita beta & diversa per ciascuno di

gueste molecole conferendo loro la specificitadgala (1).
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Figura 1. Asseipotalamo-ipofisario e sua regolazione.



Gli ormoni tiroidei sono prodotti a partire dall’amacido tirosina ed esercitano diversi effettiaul
differenziazione, sulla crescita e sul metaboligraxzie all'interazione con i loro recettori nuclear
La tirosina necessaria alla sintesi é ricavataadidigradazione della tireoglobulina.

La tireoglobulina &€ una glicoproteina dimerica 80BDa, sintetizzata dai tireociti, cioe dalle cldlu
epiteliali che rivestono i follicoli tiroidei ed la componente principale della sostanza colloide ch
si trova nel lume follicolare. Sulla membrana aj@adel tireocita I'enzima tireoperossidasi (TPO),
attraverso il meccanismo della perossidazione Jizasal’organificazione dello iodio presente nei
residui tirosinici della tireoglobulina; i residuli tirosina vengono cosi iodurati a formare 3-
monoiodotirosina (MIT) e 3,5-diiodotirosina (DIT).Lo iodio necessario alla reazione viene
trasportato all'interno del tireocita grazie alteee di un simporto sodio-iodio localizzato sulla
membrana delle cellule della tiroide (Nld Symporter). Un residuo di MIT e uno di DIT per
condensazione formeranno all'interno del lume dolére 3,5,3'-triiodotironina g) mentre due
residui di DIT daranno origine ad una molecolamixina (T4) (2).

Esiste un raffinato meccanismo di controllo retiigattra la produzione di TSH e la produzione di
ormoni tiroidei: questi ultimi, al crescere deltad concentrazione, inibiscono il TSH che pertanto
cessa di stimolarne la produzione consentendongbbassamento in circolo; bassi livelli, d'altra
parte, stimolano la produzione di TSH che, stimdtata tiroide, riporta i livelli degli ormoni
tiroidei ai valori normali. Il ruolo del TSH & qudn sostanzialmente quello di regolare la
proliferazione delle cellule della tiroide e margen nei livelli fisiologici i livelli degli ormoni
tiroidei (Figura 1).

Deficienze nella produzione o nell’attivita degfihmni tiroidei portano ad ipotiroidismo, una delle
piu frequenti disfunzioni ormonali riscontrabile @a pediatrica; I'ipotiroidismo e classificabile
come terziario se ipotalamico, secondario se ipabsoppure primario se tiroideo (2).

Ipotiroidismo subclinico

Le patologie a carico della tiroide sono molte gude a diverse cause. Di nostro interesse in questo
studio e la condizione denominata ipotiroidismoctnico idiopatico, un disordine caratterizzato
da una elevata concentrazione sierica di TSH aasoaivalori di ormoni tiroidei nella norma (3).
L’ipotiroidismo subclinico ha una prevalenza ngdl@polazione adulta dell’1-10% (4) mentre tale
prevalenza e variabile in eta pediatrica (5,6).

Sebbene nella maggior parte dei casi la patolagianga stabile nel tempo (70-80% a 10 anni), e
ormai noto che solo in una piccola percentuale a$i d’ipotiroidismo puo regredire; spesso
l'ipotiroidismo subclinico puo purtroppo evolverergo I’ ipotiroidismo conclamato, anche se tale

condizione e perdo molto piu frequente nelle form®@anmuni.



La diagnosi di ipotiroidismo subclinico & deterntaaolitamente da analisi effettuate in laboratorio
in quanto in genere i pazienti sono asintomatimde manifestano segni o sintomi di disfunzionalita
tiroidea. Il principale segno clinico rilevabile ingazienti e il gozzo, doppiamente frequente nei
soggetti ipotiroidei rispetto alla popolazione naten(3); sintomi frequentemente associati sono
anche laumento di peso, livelli elevati di coleste, scarsa velocita di crescita, anemia,
sonnolenza, debolezza e scarso sviluppo psicoroatarognitivo (7).

Molte patologie sia tiroidee che extra-tiroidee sassociabili alla patogenesi di ipotiroidismo
subclinico (8); tra quelle correlabili alla tiroidie pit frequenti sono la carenza iodica, la tiiteidli
Hashimoto e il morbo di Graves mentre le extratieei comprendono il diabete mellito, la fibrosi
cistica, il morbo celiaco e l'insufficienza renateonica (3). La terapia esistente € a base di
somministrazioni di L-tiroxina, ma considerato amd 40% dei casi i livelli di TSH scendono a
livelli normali spontaneamente esistono pareri @stanti sulla necessita di trattamento (2).

In letteratura & stato ampiamente dimostrato ihwoligimento anche di una componente genetica
responsabile dell'insorgenza dell'ipotiroidismo sliico; in particolare nel corso di questi anni é
stata notata la relazione esistente tra la prasdnmutazioni localizzate nei geni codificanti per
proteine coinvolte nel signaling del TSH e del gecettore e la patogenesi di ipotiroidismo

subclinico.

Il recettore del TSH (TSHR)

Il TSH esercita la sua azione legandosi al doméitracellulare del suo recettore. Il TSHR € un

classico recettore accoppiato a proteine G forrdatsette eliche transmembrana ed e presente sulla
membrana basolaterale delle cellule follicolarilalefiroide. 1l gene umano per il TSHR e
localizzato sul cromosoma 14q31, é formato da bhiesi estende per oltre 60 kb e codifica per
una proteina di 764 aminoacidi (Figura 2) (9).
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Figura 2. Il gene umano per il TSHR e localizzato sul cronrmad 4q31.



Il TSHR & composto da due subunita, denomina@, codificate dallo stesso gene e unite da ponti
disolfuro; la subunitéo. comprende il dominio extracellulare mentre la sutauf contiene la
porzione di recettore ancorata alla membrana e omidio intracellulare (figura 3) (10).
L’instaurarsi di interazioni intramolecolari tra dominio extracellulare e i loop del dominio
transmembrana mantengono il recettore in una cord@pione chiusa e inattiva.
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Figura 3. Modello strutturale del TSHR con evidenziate le wita a € B e i 7 domini
transmembrana (10)

Il TSHR é caratterizzato da un segmento aminotataiglicosilato responsabile del legame ad alta
affinita con il TSH, codificato dai primi nove espmentre I'esone 10 codifica per i sette domini
transmembrana e la coda citoplasmatica; inoltresemgienza segnale di 21 aminoacidi precede il
grande dominio extracellulare (11). La glicosilamodella porzione di legame, caratterizzata dal
classico “leucine repeat motifs” (LRRs), €& indispaile per il legame ad alta affinita con
'ormone.

Un taglio proteolitico post-traduzionale divide TISHR nelle sue due subunita, grazie alla
rimozione di un segmento polipeptidico di 50 amaicidi che si estende dal residuo 316 al residuo
366 (Figura 3); i ponti disolfuro sono ridotti graza proteine disolfuro isomerasi che portano al
rilascio della subunita dalla porzione ancorata alla membrana e alla guesdge maturazione del
recettore. La rimozione di questa porzione amirtheaiporta ad una forma recettoriale attiva in
grado di legare I'ormone (12).

Il corretto folding del dominio extracellulare ergatito dalla formazione di ponti disolfuro; tale
dominio infatti contiene 11 residui di cisteina ieéspotuto osservare che 8 di queste cisteine

presenti nella struttura nel TSHR sono altamentesewate nella sequenza di tutti i recettori che
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legano ormoni glicoproteici. La presenza dei paiigblfuro € necessaria non solo per il corretto
folding recettoriale ma anche per la formazionestdutture dimeriche funzionalmente attive del
TSHR.

Alcuni aminoacidi sono indispensabili per la caadtinzionalita recettoriale. In particolare € noto
che la cisteina in posizone 41 e cruciale per ten&zione e il mantenimento del sito di legame per
il TSH, in quanto studi precedenti in vitro hannmdstrato che la perdita di tale cisteina causa la
mancata formazione del ponte disolfuro e I'impodisdbdi legare I'ormone (13).

I TSHR, oltre che sulla membrana basolateraleededlllule follicolari della tiroide, e espresso
anche in tessuti extra-tiroidali; la presenza &MNIA messaggero del TSHR e stata rilevata anche in
fibroblasti, adipociti, linfociti, specifiche regm del cervello, ghiandola surrenale, miociti caail
fegato e timo, anche se gli studi a riguardo somoo limitati (14,15). Il TSHR subisce una
regolazione in base al tempo di emivita del’/RNAsseggero del suo ligando TSH: in caso di

elevate concentrazioni di TSH il recettore vienedaegolato (16).

Signaling cellulare del TSHR

| cambiamenti strutturali nel TSHR, prodotti daitérazione con I'ormone TSH, attivano le
proteine G accoppiate al recettore; queste prot@neontengono tre subunité B e y: la
dissociazione della subunitadal compless@y e la conversione delle molecola di GDP in GTP

porta alla trasduzione del segnale e infine aflpasta cellulare (Figura 4).
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Figura 4. Meccanismo d’azione del TSHR: il legame dell'ormativa le proteine G associate al
recettore e stimola la conversione del GDP in GTP



E’ stato dimostrato che il recettore del TSH € radp di legare due tipi di proteine G, quelle
contenenti la subunita di tipe oppure quelle legate alla subunita (Figura 5).

Le proteine G associate alla subunitastimolano la via di trasduzione del segnale legata
all'adenilato ciclasi, che porta alla produziond decondo messaggero AMP ciclico (CAMP) e
all'attivazione successiva della proteina chinagPKA).

Le proteine G contenenti la subuniigi, stimolano invece la via della fosfolipasi C (PLCha
fosfolipasi C porta alla conversione dell'inositalg-bifosfato (PIR) in inositolo 1,4,5-trifosfato
(IP3) e diacilglicerolo (DAG). Il conseguente rilasalbC&" intracellulare attiva la proteina chinasi
C (PKC). Leffetto finale € il mantenimento delleescita e della funzionalita delle cellule della
tiroide. Nelluomo € ormai noto che sono necessawigentrazioni piu elevate di TSH per attivare
guesta seconda via di trasduzione del segnale piatapall’inositolo fosfato rispetto alla via
dell’cAMP (17).
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Figura 5. Vie di trasduzione del segnale dei recettori ppai a proteine G (GPCR). Il recettore
del TSH é in grado di legare due tipi di proteinedBntenenti la subunita di tipe oppure la
subunitaag1. Si attivano cosi due vie di trasduzione del segddferenti, con attivazione della
Proteina chinasi A (PKA) o alternativamente dellat€ina chinasi C (PKC) (18).



Mutazioni note presenti nel gene del TSHR

Negli ultimi anni sono state identificate nelluomamerose mutazioni puntiformi localizzate nelle
regioni codificanti del gene del TSHR, risultatspgensabili di vari difetti strutturali nella probei

da esso prodotta. Inoltre un elevato numero dinpaffismi di un singolo nucleotide (SNP) e
microsatelliti sono stati identificati nel locusl d&HR.

Le mutazioni riscontrate nel gene del TSHR sonastslbili in due categorie, germinali oppure
somatiche.

E’ stato dimostrato che alcune mutazioni germinabissano essere la causa dell'insorgere
dell'ipertiroidismo congenito, incrementando I'sita basale del recettore e rendendolo
costitutivamente attivo anche in assenza del liggntutazioni gain of function) (11).

Altre mutazioni germinali interferiscono invece dannormale funzionalita recettoriale e sono cosi
associabili alla resistenza al TSH e all'ipotirsitio congenito (mutazioni loss of function) (19).

Le mutazioni di tipo somatico invece portano ad fenotipo clinico diverso rappresentato
dall'adenoma tossico di Plummer e dal gozzo muttinare tossico e, anche se piu raramente, dal
carcinoma tiroideo.

La condizione di ipotiroidismo subclinico e spessmsata da mutazioni di tipo loss of function
distribuite lungo l'intera sequenza del TSHR (Fey@&). Sono state descritte mutazioni missenso
(con sostituzione di un aminoacido con un altrepsenso (con introduzione di un codone di stop)
oppure delezioni, inserzioni 0 mutazioni nei sitsplicing.

Studi precedenti hanno dimostrato che la presenzathzioni missenso nel dominio extracellulare
del TSHR pu0 essere la causa di una ridotta o aicompleta impossibilita di legare I'ormone; la
maggior parte delle mutazioni riportate in questgione sono caratterizzate da una ridotta
espressione del recettore sulla superficie cebulaido puo essere dovuto probabilmente a un
misfolding del recettore incompatibile con la sispa@tazione dal reticolo endoplasmatico e la
corretta inserzione nella membrana plasmatica. dheato legame con I'ormone porta cosi alla
conseguente abolizione di tutto il signaling celtel Il TSH si lega al dominio extracellulare del
recettore codificato dai primi 400 residui aminaaii studi in vitro hanno pero dimostrato che la
delezione dei residui 38-45 impedisce il legamd'atelone al recettore, mentre la perdita dei
residui 317-366, invece, non influenza il legamaeanche il conseguente accumulo di cAMP
(20,21).

Le mutazioni che coinvolgono il dominio intracedtd e le regioni transmembrana non comportano
invece modificazioni nel legame con I'ormone; e gibide comunque osservare una diminuzione
nella produzione di secondi messaggeri, visto ahed di trasduzione di segnale delle proteine G e
compromessa (22), oppure si puo avere la manci@azibne del recettore. Inoltre le mutazioni



che coinvolgono i domini transmembrana sono anehatterizzate da una significativa riduzione
dell’espressione cellulare.

Nel gene del TSHR sono state anche trovate mutadionpo nonsenso che portano a forme
recettoriali tronche; quando la porzione transmeméy necessaria per il legame alle proteine G,
viene deleta tutta la trasduzione del segnale\étai@imente interrotta (23).

Come e ormai noto per molti altri recettori accaepipa proteine G, le forme del TSHR mutate
oppure misfolding vengono ritenute e degradateret@tolo endoplasmatico attraverso il pathway
del proteosoma; si tratta comunque di casi molto ra

Recentemente la scoperta che il TSHR, come madtii r@cettori accoppiati a proteine G, puo
oligomerizzare nelle cellule, ha condotto all'ipgitehe la formazione di complessi tra forme wild
type e mutate del recettore sia responsabile galiziale resistenza al TSH nei pazienti eterozigoti

per queste mutazioni (24).
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2. Scopo del lavoro

Lo scopo del presente studio € stato analizzagruppo di bambini e adolescenti di eta compresa
tra 1 e 18 anni con queste caratteristiche: elexiri di TSH in almeno due misurazioni, ormoni
tiroidei nella norma e assenza di autoimmunitadea. In questo gruppo selezionato di pazienti
sono state analizzate alcune caratteristiche bknie valutati i parametri biochimici. In tutti i
soggetti e stata inoltre condotta la diagnosi nale volta ad individuare la presenza di variazion
genetiche nel gene del recettore del TSH.

Sono stati inoltre esegquiti gli studi funzionalivitro sulla nuova mutazione W520X trovata in un
solo soggetto e nella madre, al fine di valutaeéfdtto di tale variazione sul signaling recetttaja

in considerazione del fatto che la mutazione éudi honsenso e introduce un prematuro codone di
stop nella sequenza del TSHR, e stata analizzesprissione del recettore in membrana e la
produzione di secondi messaggeri, conseguentegamie delle proteine G, quali AMP ciclico
(cAMP) e inositolo fosfato (IP).

3. Materiali e metodi

Selezione dei pazienti

Sono stati reclutati 96 pazienti (52 maschi e 44nfene) di eta superiore ad un anno, provenienti
da diversi centri italiani e i cui genitori hannocansentito allo studio. Tutti i soggetti incluglio
studio presentavano in almeno due differenti migora valori sierici di TSH superiori al range di
normalitd nonostante valori normali di ormoni tiei.

Sono stati esclusi dallo studio tutti gli individahe sono risultati positivi per la presenza di
anticorpi diretti contro epitopi tiroidei, cioé panticorpi anti-tireoperossidasi (TPO-Ab) oppure pe
anticorpi anti-tireoglobulina (Tg-Ab). Inoltre sonstati esclusi i falsi positivi allo screening
neonatale per I'ipotiroidismo, oppure i soggettettf da patologie correlabili alla tiroide o affeda
malattie croniche.

L’analisi molecolare e stata condotta inoltre s@ &&ggetti sani di controllo.

Per ogni paziente sono state registrate le casditdie cliniche e analizzati i parametri biochimic

Le caratteristiche cliniche analizzate includevaasso, eta, peso, altezza, stato puberale, fatailiar
per patologie tiroidee, presenza di gozzo allagmatme, volume tiroideo e presenza di ecogenicita
all'ultrasonografia. | parametri biochimici analazincludevano invece i valori di TSH, fT3, fT4 e
I'escrezione urinaria di iodio giornaliera (UIE)livelli sierici di TSH, fT3, fT4, TPO-Ab e Tg-Ab
sono stati misurati utilizzando il metodo della whleminescenza diretta (Advia Centaur CP
Immunoassay System, Siemens Healthcare Diagnbsterfield, IL).
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| range di normalita considerati nello studio setwti:

0,45 - 3,5uUl/ml per il TSH;

2,3 - 4,2 pg/ml per fT3;

0,89 - 1,76 ng/dl per T4;

titoli anticorpali (TPO-Ab e Tg-Ab) inferiori a 6[J/ml.

Il protocollo oggetto dello studio e stato approvdal comitato etico locale e il consenso informato

e stato firmato dai genitori di ogni paziente.

Analisi molecolare del gene del TSHR

I DNA genomico € stato estratto da sangue pecifeei i 10 esoni codificanti del gene del TSHR e
le regioni introniche fiancheggianti sono state hicpte tramite PCR. La reazione e stata eseguita
in un volume finale di 30 pl utilizzando 100 ng@RNA genomico e la polimerasi AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems, Foster City, CA). L'esone Ibquanto molto esteso, € stato suddiviso in 4
frammenti fiancheggianti per poterlo amplificarenggetamente (denominati A,B,C e D). Il
prodotto di amplificazione € stato visualizzatayelidi agarosio al 2%.

| campioni sono stati poi analizzati tramite sequemento diretto utilizzando il kit di reazione di
sequenza Big-Dye Terminator Cycle (Applied Biosgstd-oster City, CA) e un sequenziatore
automatico ABI 3100.Gli elettroferogrammi ottenuti saranno confrontatin le sequenze di

riferimento wild type e poi allineati utilizzandofsware disponibili in rete.

Mutagenesi sito-diretta

Il vettore pSVL (4896 bp) contenente il cDNA witgpe del recettore del TSH e stato gentilmente
donato dal Dipartimento di Endocrinologia e Metadrab dell’Universita di Pisa (Figura 7).

70 pl di cellule competenti DH101F' sono state trasfatencon 1ul (concentrazione 10 ng) di
vettore contenente il cDNA wild-type del recettarecresciute overnight a 37°C in piastre di
LB/Agar Ampicillina® per selezionare solo le colonie che hanno incatpoil plasmide con la
resistenza all'antibiotico. II DNA plasmidico e ttasuccessivamente amplificato ed estratto
utilizzando il Qiagen Plasmid Maxi Kits.

La mutazione é stata introdotta nella sequenza-tyjd del cDNA del TSHR usando il kit di
mutagenesi Quik Change Site-Directed Mutagenesis(Biratagene, La Jolla, CA). Il corretto
inserimento della mutazione W520X e stato veriicaamite sequenziamento diretto dell’intero
cDNA del TSHR.
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Figura 7. Struttura ed elenco dei siti di restrizione detoet pSVL

Colture cellulari
Per tutti gli esperimenti e stata usata la linedulege CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary). Le

cellule sono state cresciute a 37°C in atmosferalifioata con 5% di C@in terreno Ham’'s F12

(Sigma Aldrich,St Louis, MQ); il terreno € stato addizionato del 10% di sitstale bovino (FBS),
1% di glutammina e 1% di antibiotici (penicillinstéptomicina) (Sigma Aldriclgt Louis, MQ.

Immunofluorescenza: microscopia confocale

Circa 6 x 10 cellule sono state fatte crescere per 24 ore & 3@éendole aderire a vetrini da

immunofluorescenza da 12 mm; il giorno successormsstate trasfettate in modo transiente con 1
ug di DNA utilizzando il reagente di trasfezione Asér-LT1 (Mirus Bio CorporatiorMadison,

WI). Dopo 48 ore le cellule sono state fissate camafpemaldeide al 4% e, qualora necessario,

permeabilizzate con Triton.

1) Cellule permeabilizzate: le cellule sono state maiilizzate con una soluzione di
PBS/Triton allo 0,2% e incubate overnight a 4°C aom anticorpo goat policlonale
denominato C-20, che riconosce la porzione C-tealaimel TSHR umano (Santa Cruz

Biotechnology Inc.). Dopo 16 ore e stato aggiun@ntlcorpo secondario anti-goat
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coniugato FITC, incubando le cellule al buio perlB0' a temperatura ambiente.

2) Cellule non permeabilizzate: le cellule sono statebate overnight a 4°C con un anticorpo
mouse monoclonale denominato 3B12, che riconoscangihoacidi 1-415 presenti nella
porzione N-terminale del TSHR umano (Santa Cruzdgionology Inc.). Dopo 16 ore e
stato aggiunto I'anticorpo secondario anti-mouseiwgato FITC, incubando le cellule al
buio per 1h e 30" a temperatura ambiente.

In entrambe le condizioni i vetrini sono stati mmnservati al buio e a 4°C fino al momento

dell'acquisizione delle immagini utilizzando un moscopio confocale di tipo Leica TCS SP2

(Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany).

Saqgio di vitalita cellulare con Alamar Blue

Per verificare che la concentrazione di TSH ricammbte somministrata alle cellule non fosse
tossica e stato eseguito un test di vitalita caticon Alamar Blue.

Il saggio e basato su una reazione di ossido-ridezcolorimetrica dell’Alamar Blue: piu i pozzetti
diventano di colore rosa, piu € elevata la peradatdi Alamar Blue ridotta e quindi maggiore e
I'attivita metabolica delle cellule.

In una piastra da 96 pozzetti sono state piastiete 5 x 18 cellule/pozzetto in 10Ql di terreno
Ham'’s F12 e sono state lasciate crescere a 37°4pare.

Il giorno successivo la piastra € stata incuba8@°&€ per 24 ore con diverse concentrazioni di TSH
ricombinante (0.5, 1, 10, 50 e 100 mM). In ogni & sono stati poi aggiunti 10 di Alamar
Blue, e la piastra é stata incubata per 1 oraial®37°C.

La lettura e stata effettuata a 570 nm dopo 24lalié&aggiunta del reagente.

Dosaggio secondi messagqgeri: CAMP

In una piastra da 6 pozzetti sono state piastiata &5 x 10 cellule/pozzetto e dopo 24 ore sono
state trasfettate in modo transiente conu2 @i DNA usando il reagente di trasfezione TrankllT:
(Mirus Bio Corporation).

Dopo 72 ore le cellule sono state pre-incubate3feminuti a 37°C con 0,5 mM di 3-isobutyl-1-
methylxanthine o IBMX (Sigma Aldrich), un inibitor@on specifico delle fosfodiesterasi.

Successivamente sono state stimolate con varieentazioni di TSH ricombinanteTifyrogen,
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Genzyme)per 1 ora a 37°C. Sono state poi lisate con HCMg il surnatante e stato raccolto dopo
centrifugazione a 600 g per 10 minuti. Il dosag@iostato effettuato utilizzando un kit di

immunoassay cAMP Enzyme ImmunoAssay Kit, Assay Designg)n elisa competitivo per la

determinazione quantitativa del’cAMP nei fluidiotagici.

Il kit, utilizza un anticorpo policlonale anti-cAMRe permette di ottenere un’intensita di colore
giallo inversamente proporzionale alla concentr@ziadi cAMP nel campione; l'eventuale

acetilazione dei campioni e degli standard permttteimentare la sensibilita delle letture.

La lettura della piastra é stata effettuata a 4@5Irrisultati sono espressi in pmol/ml.

Dosaqqio secondi messaggeri: IP

72 ore dopo la trasfezione le cellule sono stateotate per 60 minuti con varie concentrazioni di
TSH ricombinante; 'ormone e stato diluito in unfflea di stimolazione addizionato di LiClI 50
mM, necessario per prevenire la degradazione Bed’tonsentire il suo accumulo nella cellula. Le
cellule sono state poi lisate e la produzione d@ Bata quantificata utilizzando un kit commekcial
(IP-One Assay Kit ,Cisbio Bioassay). La letturalagliastra e stata effettuata a 450 nm. | risultati

sSono espressi in NM.

Analisi statistica

| dati sono espressi come media + SEM. Per le bifirieontinue sono stati utilizzati i test non
parametrici Wilcoxon e Mann-Whitney. La significata statistica & stata assunta come p<0.05.
Tutte le analisi statistiche sono state eseguiteilcprogramma SPSS per Windows versione 17.0
(SPSS INC; Chicago, IL, USA).

4. Risultati

Analisi molecolare del gene del TSHR

by

L’analisi molecolare é stata condotta su 96 pariaffetti da ipotiroidismo subclinico e 112
soggetti sani di controllo. Nella nostra serie dzipnti sono state identificate due mutazioni
missenso gia riportate in letteratura: P162A e D1Bntrambe le mutazioni sono state trovate in
condizione di eterozigosi e sono localizzate rispmiente nell’'esone 6 e 10 del gene TSHR. La
mutazione P162A é stata identificata in 3 soggadipendenti, mentre D410N e stata riscontrata in
un’intera famiglia essendo presente nella paziergkpadre e nella zia paterna. L’effetto inibitori

sulla normale attivita recettoriale e sul signaltejlulare del TSHR di queste mutazioni era gia
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noto in quanto e stato precedentemente descrittudi funzionali disponibili in letteratura (25).
Nessuna mutazione e stata invece trovata nel grdipgpaggetti di controllo.

L’analisi molecolare ha mostrato inoltre la presenella nostra serie di pazienti di 7 polimorfismi
di singolo nucleotide (SNPs) noti, e di 6 SNPsgrelppo di controllo. Il numero di pazienti e di

controlli (%) portatori dei polimorfismi sono rgti in tabella 1 e 2.

Tabella 1.Numero di pazienti (%) portatori dei polimorfisgi& noti nel nostro studio (n=96)

wt/wt = soggetti omozigoti per I'allele wild-tgpwt/var = soggetti eterozigoti per la variaapn
var/var = soggetti omozigoti per la variazione.

Polimorfismi wit/wt wt/var var/var
P52T C>A (rs 22299 78 (81,3) 18 (18.7) 0
IVS1-80bp T>A (rs 1711140: 72 (75) 21 (21,9) 3(3,1)
IVS3-35bp C>T (rs7792434¢ 95 (99) 1(1) 0
IVS6+13bp A>G (rs 224111¢ 75 (78,1) 20 (20,8) 1(1)
N187N C>T (rs 2075}7! 74 (77,1) 21 (21,9) 1(1)
A459A G>A (rs 1139518C 93 (96,9) 3(3.1) 0
D727E C>G (rs 199751 90 (93,7) 6 (6,3) 0

Tabella 2.Numero di controlli (%) portatori dei polimorifig gia noti nel nostro studio (n=112)

Polimorfismi wt/wt wt/var var/var
D36H G>C (rs 6174798 110 (98,2) 2(1,8) 0
P52T C>A (rs 22399 106 (94,6) 6 (5,4) 0
IVS1-80bp T>A (rs 1711140: 84 (75) 26 (23,2) 2(1,8)
IVS6+13bp A>G (rs224111¢ 94 (83,9) 18 (16,1) 0
N187N C>T (rs 207517 93 (83) 19 (17) 0
D727E C>G (rs 1997151 108 (96,4) 4 (3,6) 0
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Nuove variazioni identificate nel gene del TSHR

In una paziente di 5 anni é stata trovata la s@stihe G>A in posizione 1559 nell’esone 10
(TGG—TAG) del gene TSHR. L’'aminoacido triptofano in posne 520 viene cosi sostituito da un
codone di stop (W520X). Tale mutazione é stataatiain condizione di eterozigosi.

La nuova variazione é localizzata nel terzo domimamsmembrana del TSHR e coinvolge un
aminoacido altamente conservato tra specie divggsga ad una prematura interruzione nella
sintesi del’lmRNA del recettore e quindi ad una $oama tronca priva di buona parte della
porzione C-terminale.

La pazienta presentava un valore medio di TSH@uBI/ml, valori di ormoni tiroidei nei limiti e
tiroide ecograficamente in sede e normale. Sorte staltre escluse le possibili cause autoimmuni
della patologia e anche lo sviluppo neuromotoriaecrescimento somatoponderale erano nella
norma.

Si é proceduto successivamente all’analisi moleeoltdei genitori della paziente; la madre é
risultata portatrice della stessa mutazione senmpmndizione di eterozigosi, il padre é risultato
invece omozigote per l'allele wt. Purtroppo non soancora disponibili i dati clinici e le
informazioni sullo stato di funzionalita tiroidealth madre.

L’analisi molecolare dei soggetti con ipotiroidisranbclinico ha portato inoltre all'identificazione
di tre nuove variazioni nel gene del TSHR: IVS2-845>G, IVS9 +3bp A>G e A673D. Tutte sono
state trovate in condizione di eterozigosi. Il loeffetto sulla patogenesi dell'ipotiroidismo

subclinico sara oggetto di successivi studi funaiion vitro.

Studi funzionali W520X: microscopia confocale

L'espressione sulla superficie cellulare del TSHRstata studiata tramite esperimenti di

immunofluorescenza (Figure 8a e 8b). Le celluleosstate trasfettate con la sequenza wild-type del
recettore (in alto a sinistra) e successivamentel@sequenza contenente la mutazione W520X
ricreando in vitro sia la condizione di eterozig@eibasso a sinistra) che di omozigosi (in basso a
destra) per la mutazione. Come controllo negatiMaosstate usate cellule CHO trasfettate con il

solo vettore vuoto (in alto a destra).
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8a) cellule CHO non permeabilizzata trasfezione con la sequer
TSHRWT produce una intensa colorazione sulla superé@elkilare.
La presenza della mutazione W52®X condizione diomozigosi
riduce notevolmente I'espressione del recettordassuperficie
cellulare, mentre la condizione di eterozigosi btdeo paragonabil

alla forma WT.

8b) cellule CHO permeabilizzate. E’ possibile ossesvan’aggiuntive
colorazione perinucleare. La presenza della mutazigV520X in
condizione di eterozigosi non influenza il leganmed’'dnticorpo alle
porzione Cterminale del recettore; la forma omozigote e ieveel
tutto paragonabile al controllo negativo trasfettaon il solo vettor

vuoto, indicando che il legame dell’anticorpo aletore ¢ inibito.

Studi funzionali W520X: test di vitalita cellulacen Alamar Blue

Al fine di quantificare la produzione di secondissaggeri da parte del TSHR si € reso necessario
stimolare le cellule utilizzando TSH ricombinant€hyrogen, Genzyme). Ogni flaconcino di
ormone contiene 0,9 mg/ml di tireotropina alfa. Rerificare che la concentrazione di TSH
somministrata alle cellule non fosse tossica @ staeguito un test di vitalita cellulare con Alamar
Blue. Questo test € infatti in grado di mostramdtivita metabolica delle cellule sfruttando una
reazione colorimetrica. Le cellule sono state imtebcon TSH 0.5, 1, 10, 50 e 100 mM e
successivamente in ogni pozzetto é stato aggiUNanar Blue; si e potuto osservare che, sebbene
tutte e cinque le concentrazioni non siano letatilp cellule, quella 1 mM e 0.5 mM garantivano la

migliore sopravvivenza cellulare.

Studi funzionali W520X : dosaggio cAMP e IP

Le cellule CHO sono state trasfettate alternativemeon la sequenza WT e mutata del TSHR ed e

stata quantificata la produzione di secondi messagip basale che dopo stimolazione con TSH.
Sono state ricreate le vitro le condizioni di exggosi e di omozigosi per la mutazione W520X. Si e

potuto osservare che la trasfezione con il vetp®¥L/TSHR induce una produzione basale di
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CcAMP in assenza dell’agonista, indicando un’attivae costitutiva del recettore.

Una produzione triplicata di CAMP si ottiene invet®po stimolazione con TSH 1 mM. Le cellule
trasfettate con la forma omozigote hanno mostratoproduzione ridotta di cCAMP rispetto al WT
(3.7 £ 0.5vs 125 + 1.6 pmol/ml; p<0,01), mentre l'eterozigdia mostrato una produzione
intermedia (8.6 £ 1.2 pmol/ml) (Figura 9A). In pediare la produzione di cAMP osservabile in
conseguenza dell'attivita basale del recettoreragmaabile alla produzione della forma omozigote
W520X.

Successivamente sono stati analizzati gli effeitisgynaling inositolo fosfato- diacilglicerolo. E@n
produzione raddoppiata di IP e stata misurata dsipoolazione con TSH 1 mM nelle cellule
trasfettate con la sequenza WT. Come atteso |l@mzasdella mutazione W520X in omozigosi ha
mostrato una marcata riduzione nella produzion#din risposta all'agonista paragonata al WT
(3.8 £ 0.9vs 19.3 = 2.1 nM; p<0,01); la condizione eterozigbke mostrato una produzione
intermedia (9.2 £ 0,8 nM) (Figura 9B). Inoltre atst possibile dimostrare che la considerabile
produzione di IP osservata grazie all'attivita basa completamente abolita in presenza dei
costrutti mutati.

La stimolazione delle cellule CHO con concentrazpn elevate di TSH (10, 50 and 100 mM) ha

prodotto dati analoghi per entrambi i pathways.

Figura 9A. Produzione di cAMP
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Figura 9B. Produzione di IP
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5. Discussione

Nella popolazione pediatrica i dati riguardantipeevalenza delle mutazioni nel gene TSHR e
I'insorgenza di ipotiroidismo subcinico sono ad olggitati e spesso discordanti. Inoltre la grande
variabilita fenotipica osservabile in pazienti @bori della stessa variazione rende ancora piu
difficile la classificazione clinica. E’ noto poihe per alcune mutazioni viene a mancare la
correlazione tra dati clinici e risultati dei redatstudi funzionali, in quanto non tutte le variaai
risultano essere effettivamente responsabili aelttivazione del recettore, anche se il meccanismo
alla base di questo aspetto rimane difficile daie (6).

E’ stato tuttavia ampiamente dimostrato da studieiteratura, che la presenza di mutazioni
germinali di tipo loss of function nel gene del TSHKiano associabili alla resistenza al TSH e
all'ipotiroidismo. Queste mutazioni mostrano urastnissione di tipo autosomico dominante, senza
evidenze di penetranza incompleta ma con espressaiabile (19).

Nella nostra serie di pazienti sono state idertiéc2 missenso mutazioni di tipo loss of function
note: P162A e D410N, entrambe trovate in condizidneterozigosi e dimostrate da precedenti
studi in vitro essere responsabili di una ridottiazionalita recettoriale (25, 21, 26, 27).

E’ ipotizzabile che la presenza di una singola motg influenzi solo parzialmente la funzionalita
recettoriale, e i pazienti mostrino una ridottamoa assente trasduzione del segnale TSH-mediata; i
soggetti con ipotiroidismo conclamato sarebber@aevil risultato di mutazioni loss of function in
omozigosi che coinvolgono grandi regioni allelicdel TSHR, quali delezioni, inserzioni o
mutazioni non senso, che inibiscono totalmentegéttore (26).

Un’ipotesi molto accreditata e che la formazionealnplessi tra le forme wild-type e mutate del
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recettore sia responsabile della parziale resiat@hZI'SH nei pazienti eterozigoti (24). Inoltre e
stato dimostrato che I'intrappolamento intracelleldel TSHR wild-type, dovuto alla formazione di
oligomeri con le forme mutate del recettore, camsaffetto dominante negativo delle mutazioni
(6). Queste considerazioni portano alla conclusaheela ridotta espressione del TSHR, osservabile
nei pazienti con ipotiroidismo, sia quindi parziaime compensata dall’'aumento dei valori di TSH
(28).

Il gene del TSHR e noto essere altamente polinmrinumerosi polimorfismi sono stati trovati
anche nel nostro gruppo di pazienti e le frequaersservate erano del tutto sovrapponibili a quelle
riportate in letteratura (28,29,30). Anche nei 1d&ividui sani di controllo sono stati trovati vari
polimorfismi gia noti. La frequenza dei polimorfisrosservata era paragonabile a quella dei
pazienti, se non addirittura piu elevata.

In una paziente e nella madre e stata identifieatautazione W520X in condizione di eterozigosi;
l'introduzione di un codone di stop porta ad unenpatura interruzione nella sintesi del’mRNA del
recettore e quindi ad una sua forma tronca privaudina parte della porzione C-terminale. La
mutazione é localizzata nel terzo dominio transnramd del TSHR e coinvolge un aminoacido
altamente conservato tra specie diverse. In coradme del fatto che la porzione N-terminale del
recettore non viene modificata dalla presenza dallava variazione, abbiamo ipotizzato che |l
legame con I'ormone TSH non dovesse essere inihiadfetto di questa nuova mutazione sul
signaling recettoriale e stato oggetto di studizfanali in vitro.

Visto che in letteratura sono state descritte moitgazioni che impediscono I'espressione sulla
superficie cellulare dei recettori accoppiati atpiwe G, la corretta espressione in membrana del
TSHR mutato € stata analizzata tramite esperingéntiicroscopia confocale. E’ stato possibile
osservare che solo la condizione omozigote delltanmne interferiva con la localizzazione del
recettore sulla superficie cellulare, mentre l'emgote era del tutto paragonabile alla forma wild-
type. Questi dati confermano che, come riportatalin pubblicazioni, probabilmente un singolo
allele normale sia sufficiente per la normale fonzilita tiroidea (21).

Successivamente abbiamo investigato gli effettiadehutazione sulla produzione di secondi
messaggeri. E’stato possibile osservare una ridezilla produzione di cCAMP e di IP della forma
eterozigote e, in misura ancora maggiore della foomozigote.

Caratteristica da sottolineare & che il TSHR hatratis un’attivita basale costitutiva anche in
assenza dell’agonista TSH. Questa e una caraittarigpica dei recettori accoppiati a proteine G, i
quali riescono ad adottare una conformazione attimehe in assenza del ligando. La prima
evidenza di attivazione costitutiva e stata ossarper il recettore degli oppiodi (31) e peBi-

adrenoceptor (32); durante gli ultimi anni sondesidentificate molte patologie in cui i recettori
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accoppiati a proteine G coinvolti mostravano un’antata attivita costitutiva paragonata al WT. Le
mutazioni coinvolte in questi disordini sono spelssalizzate nel terzo dominio citoplasmatico del
recettore. E’ stato ipotizzato che possano esigiér@addizionali coinvolti nel mantenimento del
TSHR in conformazione inattiva oppure, alternatieate, che i livelli di attivita basale siano
influenzati dal vettore e/o dal sistema cellul&8)(

Nella nostra serie di pazienti sono state idemtiécanche tre nuove variazioni: IVS2-84bp C>G,
IVS9 +3bp A>G e A673D. Il loro significato sara agtp di successivi studi funzionali.

In una elevata percentuale di pazienti ipotiroideitavia, non e stata trovata nessuna chiara
spiegazione degli elevati valori di TSH osservatpero ipotizzabile che possano essere influenzati
da mutazioni o polimorfismi in altri geni non ana@resi in considerazione nel nostro laboratorio.
Potrebbe essere interessante effettuare la riclroautazioni nei fattori di trascrizione tiroidei
come TITF-1, PAX-8 e FOXEL, tutti coinvolti nellpsessione del TSHR (30).

Mutazioni che possono influenzare i livelli di TShssono essere inoltre localizzate nel gene
chiamato PDE-8B, il quale codifica per una fosfetieasi ad alta affinita per il CAMP coinvolta
nel signaling cellulare del TSHR (34). L'eventuaealisi molecolare di questi geni nei nostri

soggetti con causa ignota di ipotiroidismo subcbnpotrebbe spiegare i loro elevati livelli di TSH.
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NUOVA VARIAZIONE FAMILIARE DEL GENE THRB (1276N)3®ONSABILE DI
SINDROME DA RESISTENZA AGLI ORMONI TIROIDEI

1. Introduzione

Resistenza all'azione degli ormoni tiroidei (RTH)

La resistenza all’'azione degli ormone tiroidei (R&sce to Thyroid Hormone, RTH), descritta per
la prima volta nel 1967 da Samuel Refetoff, & undreme caratterizzata da una ridotta risposta
dell'ipofisi e dai tessuti periferici all’ormonerdiideo (1).

| pazienti affetti da RTH sono caratterizzati daveti livelli sierici di fT3 e fT4 in presenza di
livelli normali o solo leggermente elevati di TSHfenotipo clinico € molto eterogeneo, possono
essere presenti alcuni tra i segni tipici dell’'palell’'ipertiroidismo, anche se la maggior parté de
pazienti resta comunque asintomatica (2) .

Caratteristiche cliniche spesso riscontrate tudtanei soggetti affetti da RTH sono: deficit
dell'attenzione con iperattivita (attention-defitiyperactivity disorder, ADHD), ridotto quoziente
intellettivo (QI), difetti di crescita, difetti ddinguaggio, scarsa eta ossea, bassa statura, @zzo
tachicardia (2,3).

Ad oggi questa sindrome é stata descritta in ge@8D pazienti appartenenti a 372 famiglie con
un’incidenza di 1:40000 nati (4,5).

Dal punto di vista genetico € stata ampiamente slirata 'associazione esistente tra la presenza di
mutazioni localizzate nell’isoform@ del gene per il recettore del’ormone tiroideo FB) e
'insorgenza di RTH (6).

Recettore dell’ormone tiroideo (BR

Nelluomo esistono due geni differenti che codifioaper il recettore dell’ormone tiroideo (TR)
chiamati rispettivamente THRA (isoforned e THRB (isoformas), localizzati rispettivamente sui
cromosomi 17 e 3 (6,7). Mutazioni nel gene THRBaosstate identificate nel 90% dei pazienti con
RTH e, al momento, ne sono state descritte inrltiea piu di 100.

Sebbene entrambi i geni siano ubiquitarioTdRespresso prevalentemente in cuore, 0sso e loervel
TRpB-1 € molto abbondante in fegato, rene e tiroide treeMR3-2 € espresso solo nell'ipofisi
anteriore e in specifiche aree dell'ipotalamo; le dsoforme3 differiscono solo nella loro regione
N-terminale (8,9).

Il gene THRB (locus 3p24.2) codifica per il recettoucleare per I'ormone tiroideo (PR una

proteina di 52.8 kDa composta da 461 aminoacidredlettore € stato clonato nel 1986 come
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omologo cellulare di v-erbA (avian erythroblasgclkemia oncogene homolog 2) (10).

TRp appartiene alla superfamiglia di recettori nucdlgeer fattori di trascrizione che include il
recettore per gli ormoni steroidei, la vitaminal®gido retinoico, gli acidi grassi e alcuni receit
orfani di cui € ancora ignoto il ligando. Questicetori giocano vari ruoli nello sviluppo,
nel’'omeostasi, e nell'insorgenza di patologie ie¢c@hseguenza, sono il principale bersaglio dello
sviluppo di farmaci (11).

TRp agisce come fattore di trascrizione regolato @@ndo: lega sia 'ormonesTche sequenze di
DNA denominate TH-Response Elements (TRES), lozaleznel promotore dei geni target.

Il recettore € composto da 10 esoni ed e suddilesn 3 domini funzionali:

1. un dominio N-terminale di transattivazione;
2. un dominio di legame al DNA (DBD);

3. un dominio C-terminale di legame all'ormone e sitaimerizzazione (LBD).

Il dominio LBD & composto da circa 250 residui eld éegione maggiormente conservata tra i vari
membri della famiglia dei recettori nucleari. Il dmio N-terminale e invece quello che piu
diversifica i vari recettori e puo presentare vatimensioni, comprese tra 24 (recettore per la
vitamina D) e 600 residui (recettore per i mineodicoidi). || dominio DBD € in genere formato da

circa 70 residui, responsabili del riconoscimergbRNA response elements (11) (Figura 1) .

Structural Organization of Nuclear Receptors

N-terminal Hinge
domain region

(bl AB C D = [
DNA binding Ligand binding
! domain (DBD) doman (LDB)

3D LBD

Ligand

DNA DBD

Figura 1. Struttura schematica dei recettori nucleari

TRp e in grado di dimerizzare con il recettore deinatli (RXR); in assenza del ligando questi

omodimeri ed eterodimeri sono pero associati aptessori che silenziano la trascrizione genica. I
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successivo legame dizTausa il rilascio dei corepressori e induce il utghento di coattivatori,
stimolando cosi la trascrizione genica (12).

Recentemente € stata meglio caratterizzata ungliandi proteine con funzione di corepressori
nucleari chiamati NCoR e SMRT. NCoR €& consideratoorepressore dei recettori nucleari e
SMRT e invece il mediatore per il silenziamentopdate del recettore per 'ormone tiroideo e per i

SON0 EgsI
interagiscono differentemente in base al tipo dietre nucleare. Entrambi sono in grado di

retinoidi. Questi fattori sono ubiquitari, in tutti i tessuti dei vertebrati ma

silenziare la trascrizione promuovendo una confarore chiusa della cromatina attraverso la
deacetilazione degli istoni (13).

Successivamente proteine chiamate coattivatori sedatate in modo ligando dipendente. Sono
state isolate molte di queste proteine e compremd8RC-1, (ERAP 160, p160), RIP 160, ERAP
140 (p140), RIP140, TIF1, TIF2 (GRIP1), TRIP1 (SUBRAP 46, hRPF 1, ARA 70 (RFG), CBP

(p300), p/CAF, P120, ACTR (AIB1, TRAM-1, pCIP), a@®RIP 170 (13) (Figura 2).

A No T3 " '}/ oot
# e
A .
{NCoR SMHD’/
HDAC |
\‘\;,-f/ ﬁ’(,\\._h o Deacetylated
=23 | ton
(R:{H - I istones
B +T, e —
T "
Vi v B
{ .
( cBPpaoo | DCAF/' \
‘\r " TRAP-DRIP Ee
L SHC mediator \ Acetylated
§ v '\ | RNAPol I | In‘;'unu‘a
1RKR TR J| — Y/
DNA \ e |x rlu—rrp
% U‘W”‘T’e‘

Figura 2. L'interazione del recettore TRcon corepressori e coattivatori regola la tragmn
genica

Nella maggior parte dei casi la sindrome RTH entessa in modo autosomico dominante. Gli
individui che esprimono un singolo allele WT a aads una delezione sono normali, mentre quelli
che esprimono un allele mutato manifestano RTHpriesenza di una mutazione interferisce infatti
con la normale funzionalita recettoriale, un fenameonosciuto come effetto dominante negativo.
Questo spiega perché la trasmissione della sindrénimminante se dovuta alla presenza di

mutazioni e recessiva nei soggetti con una deleziteh gene THRB (14) (Figura 3).
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Figura 3. Effetto dominante negativo delle mutazioni

La maggior parte delle mutazioni associate all’R3d#o localizzate nell'LBD, e in particolare nei
residui 310-353 (cluster 1), 429-461 (cluster 2234—282 (cluster 3). E’ stato dimostrato che le
mutazioni nei clusters 1 e 2 impediscono il legaleéormone tiroideo direttamente: aumentano la
dissociazione di T3 dal suo sito di legame, inibiex la formazione di eterodimeri o,
selettivamente, inibiscono il legame dei coattiviatioe mutazioni nel cluster 3, invece, alterano la
funzionalita recettoriale indirettamente attraveikdifettivo rilascio dei corepressori (13,15).

Dato che il fenomeno dell’effetto dominante negathecessita pero dell’instaurarsi del legame al
DNA e della possibilita del recettore di formaresretlimeri, nessuna mutazione € mai stata
identificata nella regione DBD. Tutte le mutaziowite sono infatti localizzate negli ultimi 4 esoni
del gene e cioé nel sito di legame dell’'ormone.(16)

Il fenotipo clinico dovuto alla presenza di RTH izasia in diverse famiglie affette dalla stessa
mutazione che in membri diversi della stessa famign la stessa mutazione. La maggior parte dei
pazienti inoltre e eterozigote e i sintomi visilsitino quindi piuttosto lievi. Ad oggi solo un patie

e stato descritto come portatore di una mutazionemozigosi ed € morto in giovane eta
presentando un quadro clinico complesso e valoliawbevati di ormoni tiroidei e di TSH (17).

Solo nel 10% dei casi sono state riscontrate latiaistiche tipiche della RTH ma i soggetti non
presentavano mutazioni nel gene THRB. Probabilmeoteo coinvolti dei difetti a livello dei
cofattori, oppure la mancata regolazione dei loxdptti € responsabile del fenotipo osservato. In
supporto di questa ipotesi sono stati studiati foymck-out per il coattivatore SRC-1; si & potuto

osservare che questi topi presentavano una forndemata di RTH (18).
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2. Scopo del lavoro

Lo scopo del presente studio € stato analizzagruppo di pazienti di eta compresa tra 1 e 18 anni
con queste caratteristiche: elevati valori di ormwaidei (fT3 e fT4), valori normali o leggerment
elevati di TSH. In tutti i soggetti e stata inoltendotta la diagnosi molecolare volta ad individua

la presenza di variazioni genetiche nel gene aelttere dell’'ormone tiroideo (THRB).

3. Materiali e metodi

Selezione dei pazienti

Sono stati reclutati 9 pazienti (6 maschi e 3 fenayiche presentavano valori persistentemente
elevati di ormoni tiroidei. Le caratteristiche dtihe analizzate includevano sesso, eta, pesozaltez
stato puberale, familiarita per patologie tiroidgeesenza di gozzo alla palpazione e volume
tiroideo. | parametri biochimici analizzati inclugo invece i valori di TSH, fT3 e fT4 e anticorpi.
Il protocollo oggetto dello studio € stato approvdal comitato etico locale e il consenso informato

e stato firmato dai genitori di ogni paziente.

Analisi molecolare del gene del THRB

I DNA genomico e stato estratto da sangue pecddef@IAamp DNA Mini Kit, Qiagen) e gli esoni
7-10 del gene THRB e le regioni introniche fiandaliagti sono state amplificate tramite PCR.

La reazione e stata eseguita in un volume fina®0ditl utilizzando 100 ng di DNA genomico e la
polimerasi AmpliTag Gold (Applied Biosystems, Fosity, CA). Le condizioni di reazione sono
le seguenti: denaturazione iniziale a 95°C per 1utm 35 cicli con 95°C per 307, annealing a
55°C per 30” ed estensione a 72°C per 30", sedaitin’estensione finale di 5 minuti a 72°C.

Il prodotto di amplificazione e stato visualizzatogel di agarosio al 2% e i campioni sono stati po
analizzati tramite sequenziamento diretto utilizanl kit di reazione di sequenza Big-Dye
Terminator Cycle (Applied Biosystem, Foster CityA)® un sequenziatore automatico ABI 3100.
Gli elettroferogrammi ottenuti saranno confrontadn le sequenze di riferimento wild type e poi

allineati utilizzando software disponibili in rete.
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4. Risultati

Caratteristiche cliniche dei pazienti

Le caratteristiche cliniche dei pazienti analizzatno riassunte in tabella 1.

E’ interessante notare che tutti i soggetti soradi seclutati dal nostro ambulatorio per motivi
differenti dal sospetto di sindrome RTH: 3 soggsttno stati visitati per scarso accrescimento, 2
per eccesso ponderale e 3 per la presenza di modteod. In particolare in due pazienti con nodo
tiroideo e stata rilevata anche la presenza di 8otopico.

Dal punto di vista neurocognitivo la sindrome ddiditedi attenzione con iperattivita (ADHD) é
stata riscontrata in 3 soggetti; in un soggetttagasdiagnostica dislessia mentre in un altro @so
stato possibile osservare la presenza di ritardaitgo in combinazione con epilessia.

Tabella 1.Caratteristiche cliniche dei pazienti in studio 9h=

Paziente Motivo visita ECO NPI
1 Scarso accresimento Normale ADHD / dislessia
2 Scarso accresimento Normale ADHD
3 Scarso accresimento Normale
4 Eccesso ponderale Normale ADHD
5 Familiarita / Eccesso pondera  Normale
6 Nodo tiroideo/ familiarita Timo ectopico
7 Nodo tiroideo Timo ectopico Scarso rendimento scolastico
8 Nodo tiroideo Normale
9 Familiarita Normale Ritardo cognitivo / epilessia

| valori di fT3, fT4 e TSH dei pazienti sono riagsiun tabella 2. Come si puo osservare I'ormone
TSH era superiore al range di normalita in solo shggetti.
| range di normalita considerati nel nostro stughoo i seguenti:

* TSH 0,450-3,50@Ul/ml

o 132.3-4.2 pg/ml

» T4 0.89-1.76 ng/dl
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Tabella 2 Valutazione ormonale dei pazienti analizzati

Paziente TSH (pUI/ml) fT4 (pg/ml) fT3 (ng/dl)

1 2.11 22.2 9.17
2 10.08 1.47 7.4
3 3.33 3.34 7.1
4 3.11 1.26 4.4
5 - - -

6 2.83 1.03 5

7 5.82 2.25 8.7
8 3.07 2.12 7.3
9 1.93 19.7 5.02

Analisi molecolare del gene THRB

Tutti i soggetti inclusi nello studio sono stattteposti ad analisi molecolare del gene THRB; per
escludere inoltre la presenza di ipotiroidismo acsinoltre analizzato anche il gene TSHR, ma
come atteso nessuna mutazione e stata trovatagiajgene.

Nella nostra serie di pazienti nel gene THRB sotat &dentificati due polimorfismi di singolo
nucleotide (SNP): rs3752874 per la sostituzione @Gellesone 7 che causa la variazione sinonima
F245F (5/9 = 55.5%) e rs2278802 in posizione IV&p A>T (5/9 = 55.5%).

Sono state inoltre identificate due mutazioni rmisgegia note: A234T e R438H. Entrambe le
mutazioni sono state trovate in condizione di etigasi e sono correlate con I'insorgenza della
RTH . Sono localizzate nella regione C-terminalerdeettore, rispettivamente nel cluster 3 e 2 del
dominio di legame del ligando (LBD).

La mutazione A234T e stata identificata in due @aizinon correlati tra loro, ed é causata dalla
sostituzione G700A (GCSACC) nell’esone 7 del gene; 'aminoacido alaninaposizione 234
viene cosi sostituito da un residuo di treonina.

In due fratelli & stata invece identificata la gagione G1313A (CGE&CAC) nell’esone 10, che
causa la presenza di un residuo di arginina inzpmse 438 al posto di un residuo di istidina
(R438H).
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Nuova variazione identificata: 1276N

Una bambina di 3 anni giungeva all'osservazionesparso accrescimento. Nata pretermine, AGA
(Appropriate Gestational Age), con TSH nei limiibascreening neonatale, dai primi mesi di vita
mostrava scarsa crescita staturo-ponderale. Alil@mapwisita presentava peso e statura sul 6°
percentile, -1.7 DS rispetto al target parentatecgde non palpabile. Il TSH era nei limiti (3.335
uUl/ml) con fT3 e fT4 aumentati (rispettivamente @.pg/ml e 2.32 ng/dl). | restanti esami
ematochimici, 'esame obiettivo e la valutazionenogsichiatrica erano nella norma.

Nel sospetto di RTH e stata eseguita I'analisi mallre del gene THRB, che ha evidenziato la
presenza di una nuova variazione missenso in egesiznell’esone 8 (I1276N). La transizione
T827A (ATC—AAC) comporta la sostituzione di un residuo di &alina con un residuo di
asparagina in posizione 276 (I1276N). L’elettrofesogma della nuova mutazione e rappresentato in
figura 4.

Dalllanamnesi familiare € emerso che la madre mtase da anni una storia di alterata funzione
tiroidea; sintomi presenti erano tachicardia, @aymgozzo e fT3 ed fT4 erano aumentati. Il TSH era
nella norma, il quadro ecografico e citologico suggestivo per tiroidite linfocitaria.

Una caratteristica non frequente era la presenaapedla madre che nella bambina, di anticorpi
stimolanti la tiroide (tiroidite autoimmune). Ingeéto alla precedente diagnosi, anche la madre é

stata sottoposta ad indagine genetica con riscoelfa stessa variazione 1276N in eterozigosi.

EC CA TTTTACA A AAMLMATCANCACAC CAGCZ2AEATTALA
150 1&0 170

il

o

Figura 4. Elettroferogramma della nuova variazione identtacd276N

La variazione 1276N e localizzata nel cluster 3 deminio di legame all’'ormone tiroideo e per
ipotizzare gli effetti della variazione sulla fuomalita e sulla struttura proteica sono stati udeti
software informatici:

1) SIFT (http://blocks.fhere.org/sift/SIFT.html) Icala la probabilita che il cambiamento sia
deleterio attraverso I'analisi di similarita di seqze proteiche tra diverse specie e attraverso lo

studio delle caratteristiche idrofobiche dei singohinoacidi;
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2) PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/ppbnsidera invece alcuni parametri e la struttura
tridimensionale delle proteine.

Dall’analisi informatica € emerso che la variarR&@N causa la distruzione del sito di legame del
recettore. Il suo reale coinvolgimento nella patmge della RTH sara oggetto di successivi studi

funzionali.

5. Discussione

La sindrome da resistenza all’azione degli ormiaidei (RTH) & caratterizzata da elevati livelii d
ormoni tiroidei in presenza di valori normo-elevati TSH; si rendono quindi necessarie
concentrazioni piu elevate di ormone tiroideo peydprre una risposta metabolica da parte dei
tessuti periferici, e per ottenere la soppressamiia secrezione di TSH da parte dell'ipofisi (2,3)

Il fenotipo clinico pud essere molto eterogene@Bave dal subclinico al sintomatico. La maggior
parte dei pazienti sono privi di anomalie clinickesto che la resistenza osservata € compensata
dagli elevati livelli di ormoni tiroidei. In alcursoggetti i sintomi dell’eccesso di ormone tiroideo
possono comunque variare in relazione al gradab#ei di coinvolgimento dei differenti tessuti
(2).

Studi precedenti hanno dimostrato che nei paziefiétti da RTH €& possibile osservare una
maggiore incidenza di gozzo (65%), ADHD (60%), Ieriore a 85 (38%), difetti del linguaggio
(35%), e bassa statura (18%). Sintomi frequentegn@sisociati sono anche scarso rapporto
peso/altezza e tachicardia (19,20).

E’ ormai noto che nel 90% dei casi i pazienti affda RTH presentano mutazioni nell'isoforrpa
del gene che codifica per il recettore dell'ormameideo (THRB), localizzato sul cromosoma 3
(6). Nessuna mutazione nell'isoforma invece mai stata trovata nell'uomo (21).

Il quadro clinico del’RTH puo variare in base iga di mutazione, alla sua localizzazione, ai livel
di espressione tissutale delle isoforme recetioogpure in base alla possibile presenza di
meccanismi compensatori o altri difetti geneti@genti (6).

Tranne in rare eccezioni la sindrome e ereditataecautosomica dominante; la presenza di un
allele mutato interferisce tuttavia con la funzikitdadell’allele wild-type, un fenomeno conosciuto
come effetto dominante negativo. Gli individui cdelezione di un allele sono infatti normali,
mentre quelli portatori di un singolo allele mutatesentano RTH (14).

E’ stato dimostrato che le mutazioni possono comgttere la funzionalita recettoriale creando una
ridotta affinita per T3, oppure alterando I'intei@ze con i cofattori coinvolti nella trascrizione
genica.

In due dei nostri pazienti & stata trovata la matez gia descritta in letteratura A234T. Entrambi i

33



soggetti sono portatori della variazione in etegogi. La mutazione e localizzata nel cluster 3 del
dominio di legame del ligando (LBD) del recetto&udi funzionali precedenti hanno dimostrato
che in presenza di questa variazione sono necessarcentrazioni piu elevati di ormone, rispetto
al wild-type, per ottenere il rilascio dei coremes ed attivare cosi la trascrizione genica (15).
Inoltre e stato osservato che tale sostituzioneaanche una debole diminuzione del legame di T3
al recettore (16).

Dal punto di vista neurologico il primo soggettoigultato essere affetto inoltre da sindrome da
defict dell'attenzione con iperattivita (ADHD) comnhata con dislessia, mentre il secondo soggetto
presentava ritardo cognitivo ed epilessia. Questi confermano il quadro di grande variabilita
fenotipica a cui &€ associata 'RTH (20).

Un’altra mutazione gia descritta in letteratura,3B4, € stata identificata in due fratelli. La
mutazione € localizzata anch’essa nella regione OBDrecettore, ed in particolare nel cluster 2, e
la sostituzione aminoacidica introdotta crea uneerdia carica e diversa idrofobicita nel recettore;
dal punto di vista funzionale studi precedenti lladimostrato che il recettore mutato non € piu in
grado di legare I'ormone e non riesce a dimerizzamgettamente con il recettore per I'acido
retinoico. Fenotipicamente uno dei due fratelli @maltre caratterizzato da scarso rendimento
scolastico e dalla presenza di timo ectopico; eér@stsante notare che per entrambi il motivo della
prima visita era la presenza di un nodo tiroidesgontrato peraltro anche in un altro fratello priv
di mutazioni nel gene THRB, ma con timo ectopicoe&i dati confermano la grande variabilita
fenotipica riscontrabile anche all’interno dellasda famiglia.

In una bambina e nella madre € stata identifiataulbva variazione 1276N nell’esone 8 del gene.
La bambina e stata visitata la prima volta per scasccrescimento, ma dal punto di vista
biochimico erano presenti valori elevati di fT3 B4f Dall’'anamnesi familiare € emerso che la
madre presentava da anni una storia di alteratdadnoe tiroidea ed € stata scoperta la preserea, si
nella madre che nella bambina, di anticorpi stimtbli tiroide indicativi di tiroidite autoimmune.
L’associazione tra RTH e tiroidite autoimmune égjita descritta precedentemente (22).

Ipotesi accreditata € che la stimolazione cronipea del’RTH attivi i linfociti intra-tiroidei a
produrre citochine pro-inflammatorie come TNF-alptha quali portano alla distruzione delle
cellule tiroidee attraverso il legame al loro réoet nei tireociti; si potrebbe inoltre avere ufetd
indiretto attraverso il potenziamento della forneaz di anticorpi o di linfociti T citotossici (23).
Anche I'associazione con malattie autoimmuni tie@gotrebbe portare alla diagnosi di RTH.

La presenza di tiroiditi autoimmuni e il consegeemtanno alla ghiandola tiroidea potrebbero
inoltre ridurre i livelli sierici di ormoni tiroidie mascherando cosi i tratti tipici della sindroRIEH.

In conclusione si suggerisce di sottoporre a valate genetica i soggetti con livelli normali o
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aumentati di TSH, e valori elevati di ormoni tireidanche in assenza di segni specifici di ipo- o

iperfunzione tiroidea o in presenza di tiroiditerdca.
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SEZIONE 2
Attivita formativa

Corsi frequentati:

Journal Club in lingua inglese
Lezioni frontali con Prof. Dianzani, Prof. Albanoott.ssa Corrado e Dott. Comi

Partecipazione a seminari interni al Dipartiment8adenze Mediche:

| anno:
Production of bio-farmaceuticals in plants.
Prof. L. Santi (5 dicembre 08)

Le cellule Mesenchimali Staminali per il trattanmeedelle malattie neurologiche.
Prof. A. Uccelli (12 dicembre 08)

La malattia celiaca
Prof. R. Troncone (09 gennaio 09)

Porpora trombocitopenica autoimmune: nuovi oriematifisiopatologici e terapeutici.
Prof. F. Zaja (13 gennaio 09)

Interazioni geni-ambiente nella eziologia dellaesasi multipla: studi sui gemelli.
Prof. M. Salvetti (27 gennaio 09)

Non solo motoneuroni: il contributo del muscolo eelfrico alla patogenesi della sclerosi laterale
amiotrofica.
Prof. A. Musaro (10 febbraio 09)

When a fine tuner of signaling pathways becomesragerous amplifier: the case of the Prolil-
isomerase Pinl in cancer.

Prof. G. Del Sal (20 febbraio 09)

Il metabolismo degli endocannabinoidi e la suavatea terapeutica.
Prof. M. Maccarone (26 febbraio 09)

La proteomica: un nuovo modo di guardare al morelle ghroteine.
Prof. P. Pucci (18 marzo 09)
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Le nanotecnologie applicate alla medicina.
Prof. G. Peluso (19 marzo 09)

| bioreattori nella Medicina Rigenerativa: dalleaica alla realta di una start-up.
Dott.ssa S. Mantero (09 aprile 09)

Patologia dei tumori cerebrali. Recenti acquisizinotema di diagnosi e prognosi.
Prof. D. Schiffer (22 aprile 09)

Polarized inflammation in tumor development.
Prof. A. Sica (30 aprile 09)

Effetti anti-steatogeni ed anti-tumorali degli aggdindel recettore dell’ormone tiroideo.
Prof. A. Columbano (05 maggio 09)

Integrated nanoparticle-biomolecule hybrid systedesign of stimuli-responsive nanomaterials for

cancer diagnosis and therapy.
Dott.ssa B. Palazzo (06 maggio 09)

Transfection Technologies: Mechanism and Optimarati
Prof. B. Gopalakrishnan (11 maggio 09 Discaff)

Ipercolesterolemia e progressione di malattia iolpgia umana.
Prof. G. Poli (12 maggio 09)

Neurotossicita delle proteine “misfolded” nelle attie del motoneurone.
Prof. A. Poletti (12 maggio 09)

Functional Genomics of Brain.
Prof. S. Gustincich (14 maggio 09)

Il anno:

Regolazione del metabolismo del ferro: nuove adzjois
Prof. Camaschella (14 ottobre 2009)

Naproxcinod, un nuovo anti-infammatorio con elevatllerabilita’ cardiovascolare
Dott. Ongini (4 novembre 2009)
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Alk e tumorigenesi
Prof. Inghirami (17 novembre 2009)

Use of MAR epigenetic regulators for therapeutipression
Prof. Mermod (30 novembre 2009)

Controllo funzionale dei linfociti T da parte diexbsina trifosfato (ATP) extracellulare
Fabio Grassi (14 dicembre 2009)

LSD1, Lysine Specific Demethylase 1: insight intneav epigenetic regulator involved in neuronal
gene regulation
Dr. Battaglioli (20 gennaio 2010)

Dal difetto genetico all'infammazione
Luigi Maiuri (28 gennaio 2010)

R&D of magnetic-nanoparticles and carriers for @grug
Dott. Baldi (9 febbraio 2010)

A novel antiviral mechanism mediated by the chemekeceptor CCR6
Prof. Garzino-Demo (11 febbraio 2010)

Computational analysis of protein-protein interacs
Prof. Pieraccini (17 febbraio 2010)

Basi genetiche del diabete di tipo 1 e della ssiarultipla: 'esempio della popolazione sarda
Prof. Cucca (3 marzo 2010)

Alterazioni endocrino-metaboliche in eta pediatrigaevalenza della sindrome metabolica e
regolazione del sistema ghrelinergico

Dott. Prodam (29 aprile 2010)

Prediction of RNA-RNA interaction
Dr. Tafer (26 maggio 2010)

Functional nanocomposite for pharmaceutical apgtingrom physicochemical viewpoints
Prof. Senna (4 giugno 2010)
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Fenotipo e cellule staminali tumorali nei gliomiligai
Prof. Schiffer, Dott.ssa Mellai, Dott.ssa Cardelrd giugno 2010)

Nuove strategie anticancro: i microRNA come agdifterenziativi per i tumori solidi
Prof. Ponzetto (15 giugno 2010)

Combating Bioterrorism: new antidotes for an oléspa
Dr. Ellis (17 giugno 2010)

Insufficienza venosa cerebrospinale cronica: urevayrospettiva per la sclerosi multipla?
Prof. Zamboni (28 giugno 2010)

Le cellule staminali mesenchimali: potenziale teramo nelle malattie del motoneurone e della
mielina
Prof. Fagioli (28 giugno 2010)

Identificazione di antigeni per la diagnosi e leafga del carcinoma pancreatico mediante I'analisi
sierologica del proteoma
Franco Novelli (30 giugno 2010)

Role of membrane lipids in neuronal synapses orgdion
Paola Camoletto (5 luglio 2010)

Prevention and cure of autochthonous mammary car@s in her2 transgenic mice
Federica Cavallo (17 settembre 2010)

Il anno:

Biomineralization and preparation of biomimetic aapatites
Dr. Jaime Gomez Morales (11 novembre 2010)

Characterization of biomimetic nanoapatites
Dr. Jose Manuel Delgado Lopez (11 novembre 2010)

Le cellule NK: dalla biologia alla terapia di lemcie ad alto rischio
Dr. Lorenzo Moretta (29 novembre 2010)

Targeting lactate-fueled respiration in cancerew therapeutic opportunity?
Prof. Pierre Sonveaux (01 dicembre 2010)
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Precision in the lab - Eppendorf
PhD Ulrike Gast (20 gennaio 2011)

Fluorescent mesoporous nanoparticles as tracethefendocytic and exocytic pathwand
Caveolae mediates endocytosis of mesoporous ndiubgpan ovarian cancer cells
Dr.ssa Maneerat Ekkapongpisit (01 marzo 2011)

Linfomi cutanei primitivi
Prof. Emilio Berti (02 marzo 2011)

Ferritins: ancient proteins with novel unexpecteatdres
Dott.ssa Sonia Levi (12 aprile 2011)

Metabolic syndrome: the gastroenterologist pointiew
Dott.ssa Elisabetta Bugianesi (13 aprile 2011)

Fertilita, ormoni e sessualita: Ricerca andrologiddma — ultimi due anni e dintorni
Prof. Andrea Lenzi (28 aprile 2011)

Liver fibrosis in children affected by NASH: how itovestigate that
Dott. Valerio Nobili (29 aprile 2011)

Reverse vaccination in autoimmune diseases
Dott. Gilberto Filaci (03 maggio 2011)

Innate Immunity and the pathogenicity of inhaleamobial particles
Dott. Henrik Wolff (09 maggio 2011)

Endocrine disturbances during Thyrosine Kinaseblibdi treatment
Prof. Roberto Baldelli (12 maggio 2011)

Mechanisms and Models of TDP-43 Proteinopathies
Prof. Leonard Petruccelli (19 maggio 2011)

Farmacologia dell'aterosclerosi
Dott. Alberto Corsini (13 maggio 2011)

Iron Management in the Hepcidin Era
Dr. Steven R. Ellis (25 maggio 2011)
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Molecular pathogenesis and biomarkers of Parkisstisease
Prof. Mauro Fasano (17 giugno 2011)

Frontotemporal Dementia: trying to solve a complesorder
Dr Jonathan D. Rohrer (24 giugno 2011)

Hypoxia, angiogenesis and liver fibrogenesis
Prof. Maurizio Parola (01 luglio 2011)

Congressi frequentati (elenco completo: denomimezngresso, sede e data):

Le obesita genetiche: dalla fisiopatologia allaick
Istituto Auxologico Italiano Villa Caramora- Verbar02 ottobre 2009

Trattamento con IGF-1 ricombinant: aspetti fisi@bagici e clinici
Istituto Auxologico Italiano Villa Caramora- Verbar09 ottobre 2009

XVII Congresso Nazionale Societa Italiana di Endumogia e Diabetologia Pediatrica (SIEDP)
Napoli, 5-7 Novembre 2009

49th Annual Meeting of the European Society fordvaeic Endocrinology (ESPE)
Prague- Czech Republic 22-25 settembre 2010

13" European Congress of Endocrinology (ECE)
Rotterdam, The Netherlands 30 Aprile-04 Maggio 2011

35° Congresso Nazionale Societa Italiana di Endotwgia (SIE)
Montesilvano (Pescara) 18-21 Maggio 2011

Obesita e tiroide: opinioni a confronto. Nuove @isidi una vecchia questione
Istituto Auxologico ltaliano, Villa Caramora-Verharl8 Giugno 2011
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Comunicazioni a congressi:
Comunicazioni presentate personalmente (orali o ptex):

1) Stefania Moia Flavia Prodam, Alice Monzani, Simonetta Bellor&gefania Riccomagno,
Gillian Walker, Letizia Trovato, Marta Roccio, Pata Agretti and Gianni Bona

"Molecular analysis and functional significanceT8HR gene mutations in pediatric patients”
13" European Congress of Endocrinology (ECE) 30 AfleMaggio 2011 Rotterdam

2) Stefania Moia Flavia Prodam, Alice Monzani, Simonetta Bellohetizia Trovato, Gillian
Walker, Stefania Riccomagno, Marta Roccio, Patrigeetti e Gianni Bona

"Analisi molecolare e significato funzionale di ramioni del gene TSHR in pazienti pediatrici”

35° Congresso Societa Italiana di Endocrinologl&)%8-21 Maggio 2011 Montesilvano (Pescara)

Altre comunicazioni a congressi:

1) Riccomagno SMoia S, Bellona S, Petri A, Vivenza D, Godi M, Prodam Gorneli G,
Valenzise M, Giordano M, Momigliano-Richiardi P, i G.“ Role of SOCS2 in regulating GH
signaling: screening of variations associated wdtbpathic short stature, preliminary data”.

47" Annual Meeting of the European Society for PaeitiaBndocrinology (ESPE) Istanbul,
Turkey, September 20-23 2008

2) Riccomagno SMoia S, Bellone S, Petri A, Trovato L, Prodam F, WalkeE,GSalerno M,
Valenzise M, Bona G. “Molecular analysis of GH-Rngan children with idiopathic short stature
and partial GH insensivity”.

91 Annual Meeting of the Endocrine Society (ENDO) Wagton DC, June 10-13 2009

3) Riccomagno SMoia S, Bellone S, Petri A, Trovato L, Prodam F, WalkelE(GSalerno M,
Valenzise M.C, Bona G. “Analisi molecolare del ge@#-R in bambini con bassa statura
idiopatica e parziale insensibilita al GH”

XVII Congresso Nazionale SIEDP Napoli, 5-7 novem2né9

4) Trovato L, Bellone S, Prodam F, De Rienzo F, @er5, Moia S, Riccomagno S, Walker G,
Bona G. “Valutazione del profilo genico del sigmgliJak/Stat in bambini ISS, GHD e SGA”
XVII Congresso Nazionale SIEDP Napoli, 5-7 novem2dé9

5) L. Trovato, F. Prodam, G. Genoni, G. WalkerM®ia, S. Riccomagno, S. Bellone, G. Bona
"Coinvolgimento di geni correlati all'infiammaziores al ciclo cellulare nella condizione di bassa
statura idiopatica"

35° Congresso Societa Italiana di Endocrinologl&)%8-21 Maggio 2011 Montesilvano (Pescara)
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Articoli scientifici pubblicati nel corso del dottto:

1)

2)

3)

Rapa A, Monzani AMoia S, Vivenza D, Bellone S, Petri A, Teofoli F, CasgipCesaretti
G, Corrias A, de Sanctis V, Di Maio S, Volta C, Wesvska M, Tato L, Bona G. (2009)
Subclinical Hypothyroidism in Children and Adoleste A Wide Range of Clinical,
Biochemical and Genetic Factors InvolvédClin Endocrinol Metal®4(7):2414-2420.

Vivenza D, Godi M, Faienza MF, Mellone $joia S, Rapa A, Petri A, Bellone S,
Riccomagno S, Cavallo L, Giordano M, Bona G. (20Alyovel HESX1 splice mutation
causes isolated GH deficiency by interfering witRRIA processingEur J Endocrinol.
164(5):705-713.

Flavia Prodam, Letizia Trovato, Irene Demarchi,aina Busti, Antonella Petrgtefania
Moia, Gillian E. Walker, Gianluca Aimaretti, Gianni Bare Simonetta Bellone (2011)
Unacylated, acylated ghrelin and obestatin levetsdifferently inhibited by oral glucose
load in pediatric obesity: association with insuBensitivity and metabolic alterations.
e-SPEN, The European e-Journal of Clinical Nutritemd Metabolisn®(3):109-115.

Altri articoli scientifici pubblicati:

1) Vidali M, Occhino G, Ivaldi A, Serino RMoia S, Alchera E, Carini R, Rigamonti C,

Sartori M, Albano E. (2007) Detection of auto-antiies against cytochrome P4502E1
(CYP2E1) in chronic hepatitis @.Hepatol.46(4):605-612.
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