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Introduzione 
 

I difetti ipofisari 
 
L’ipofisi è la ghiandola endocrina che regola la crescita e lo sviluppo dei vertebrati ed ha un ruolo 

critico nel controllo dell’omeostasi. Essa regola processi vitali come il metabolismo, la crescita e la 

riproduzione integrando, con un meccanismo di feed-back, informazioni provenienti sia dal cervello 

attraverso l’ipotalamo, sia dagli organi endocrini periferici, come la tiroide, le ghiandole 

surrenaliche e le gonadi, mediante la produzione di GH, PRL TSH, ACTH, FSH, ed LH. Lo 

sviluppo dell’ipofisi è simile in tutti i vertebrati e richiede l’intervento di numerosi geni, come 

evidenziato da accurati studi su modelli murini (Dattani et al, 2000). L’ipofisi matura è localizzata 

sotto l’ipotalamo, nella sella turcica del corpo dello sfenoide. E’ costituita da due lobi: il posteriore 

(neuroipofisi) di derivazione diencefalica, che mediante il peduncolo ipofisario mantiene con 

l'ipotalamo rapporti di continuità, e l'anteriore (adenoipofisi), proveniente dalla tasca di Rathke. 

Deriva da due distinti foglietti embrionali: l’adenoipofisi origina dell’ectoderma orale ed include il 

lobo dell’ipofisi anteriore, la parte più sviluppata dell'intero corpo ghiandolare (pars distalis), il 

lobo intermedio (pars intermedia o lamina iuxtanervosa) e la pars tuberalis, mentre la neuroipofisi è 

di origine neuroectodermica, origina dalla base del diencefalo ed include l’ipofisi posteriore (pars 

nervosa), il peduncolo infundibulare e l’eminenza mediana. La formazione della ghiandola 

ipofisaria richiede un complesso processo di differenziazione cellulare e strutturale. L’adenoipofisi 

origina dalla tasca di Rathke, che si abbozza a circa 24 giorni dello sviluppo embrionale come un 

diverticolo che si estende verso l’alto a partire dall’ectoderma della cavità orale. Da principio, la 

tasca di Rathke è una struttura rudimentale che si estende in direzione caudale, in seguito si forma 

una tasca più definitiva che alla fine si chiude e si separa dalla stomodeo. Durante la sesta settimana 

le cellule della parte ventrale della tasca proliferano e si differenziano per costituire il lobo 

dell’ipofisi anteriore, mentre uno sviluppo più limitato della parte dorsale dà origine al lobo 

intermedio (Dattani et al, 2000). Durante lo sviluppo del lobo anteriore, le cellule secernenti si 

differenziano secondo un preciso ordine temporale e con lo stessa sequenza in tutti i mammiferi 

(Simmons et al, 1990; Japon et al, 1994). Le cellule corticotrope sono sul lato dorsale del lobo 

anteriore verso l’apice rostrale, le gonadotrope si differenziano nella regione ventrale; le tireotrope 

si trovano nella regione centrale; mentre le cellule somatotrope e le lactotrope, che derivano dallo 

stesso precursore cellulare, popolano la regione dorsale (Dasen et al, 1999; Kioussi et al, 1999). Gli 

studi evolutivi hanno rivelato che, durante lo sviluppo dell’ipofisi, è necessaria l’interazione di 



 7 

segnali provenienti dai tessuti in via di sviluppo dell’ipotalamo e dell’ipofisi per promuovere i 

programmi di proliferazione e differenziazione cellulare mediati da fattori di trascrizione, i quali 

stabiliscono i profili delle cellule secernenti della ghiandola matura (Treier et al, 1998; Savage et al, 

2003). 

La formazione dell’adenoipofisi è regolata dall’azione combinata di specifici fattori trascrizionali 

che vengono suddivisi in intrinseci, espressi dalla tasca di Rathke, come HESX1, PITX1, PITX2, 

LHX3, LHX4, PROP-1, PIT1 ed estrinseci, espressi a livello diencefalico, come TTF1, BMP4, 

FGF8. Mutazioni a carico di tali fattori determinano difetti ipofisari. 

Si definiscono come difetti ipofisari i disordini endocrini e/o neuroanatomici che coinvolgono uno o 

più ormoni secreti dall’adenoipofisi, in particolare si distinguono i deficit isolati dell’ormone della 

crescita (IGHD Isolated Growth Hormone Disease) ed i deficit ipofisari combinati (CPHD 

Combined Pituitary Hormone Disease) che comprendono un difetto di produzione di GH associato 

al deficit di uno o più degli altri cinque ormoni secreti dall’ipofisi anteriore. 

Il deficit di GH isolato (IGHD) ha una incidenza di 1 su 4.000 - 10.000 nuovi nati (Rivarola et al, 

1984; Vimpani et al, 1977) . Molti casi sono sporadici, ma il 3-30% dei casi sono di tipo familiare, e 

ciò suggerisce una eziologia di tipo genetico. Si pensa che i casi sporadici di IGHD siano dovuti 

maggiormente a traumi cerebrali o ad anomalie nello sviluppo. Tuttavia anche nei casi sporadici di 

IGHD sono state trovate delle mutazioni de novo. In circa il 12,5% dei casi familiari e nel 10% dei 

casi sporadici sono state identificate mutazioni a carico del gene GH1, che includono delezioni 

dell’intero gene e mutazioni nonsense nelle forme di IGHD più gravi, o mutazioni di splicing in 

quelle più lievi (Phillips JA e Cogan JD, 1994; Massa et al, 1998). Dal momento che, nella maggior 

parte degli IGHD, non sono dimostrate mutazioni a carico del gene GH1 e che numerosi fattori 

intervengono nella regolazione della secrezione del GH, è probabile che forme genetiche di deficit 

di GH possano risultare da mutazioni di altri geni. 

Per quanto riguarda i CPHD sono stati compiuti notevoli progressi nello studio dei meccanismi 

molecolari che ne stanno alla base, grazie alla scoperta dei fattori trascrizionali che dirigono lo 

sviluppo dell’ipofisi anteriore (Parks et al, 1999; Watkins et al, 1998; Paracchini R et al, 2003; 

Fluck C et al., 1998), come illustrato nella figura 1. 

 
Figura 1. Modello di regolazione dello sviluppo e proliferazione delle cellule ipofisarie anteriori 
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 PITX1 e PITX2 sono geni homeobox che codificano per fattori trascrizionali che regolano 

lo sviluppo delle strutture della linea mediana e dell’ipofisi. I geni homeobox sono dei geni 

regolatori dello sviluppo e rappresentano una superfamiglia ubiquitaria molto conservata nella scala 

filogenetica degli eucarioti, che codificano per dei fattori di trascrizione coinvolti nella 

determinazione dell’identità del tessuto e della sua migrazione e posizione. Il prodotto proteico di 

tali geni contiene un omeodominio altamente conservato al carbossi terminale che include un 

motivo elica-giro-elica di legame con il DNA (Kissinger et al, 1990; Qian et al, 1989). Mutazioni a 

carico di PITX1 determinano anomalie agli arti, palatoschisi, ipoplasia delle cellule tireotrope e 

gonadotrope ipofisarie. Mutazioni a carico di PITX2 sono invece responsabili di un quadro clinico 

noto come sindrome di Rieger, caratterizzato da anomalie della camera anteriore oculare, ipoplasia 

dentaria, dismorfismi cranio-facciali, anomalie del cordone ombelicale e difetti ipofisari.  

 
 Recentemente è stato identificato un gene che riveste un ruolo importante nello sviluppo dei 

nervi ottici e dell’ipofisi anteriore, chiamato HESX1 (Homeobox gene expressed in Embryonic 

Stem cell). Mappa al locus 3p21.1-21.2 ed è composto da 4 esoni e 3 introni che codificano per un 
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fattore di trascrizione di 185 aminoacidi con funzione di regolazione repressiva (Brickman et al., 

2001). HESX1 possiede un omeodominio di 60 aminoacidi (AA 108-167) ed è un membro della 

classe Paired-like (Prd) delle proteine omeotiche che possono dimerizzare su siti di legame 

palindromici contenenti due siti core TAAT (Carvalho et al, 2003).  

L’espressione di HESX1 è fondamentale per lo sviluppo del nervo ottico e per la regolazione di 

alcuni stadi precoci dello sviluppo della ghiandola ipofisaria. Studi nel topo hanno dimostrato che 

viene espresso precocemente durante l’embriogenesi iniziando in una piccola tasca di cellule 

nell’endoderma viscerale anteriore mediano, successivamente la sua espressione continua a livello 

del prosencefalo e viene poi ristretta alla tasca di Rathke, da cui si sviluppa l’ipofisi anteriore. La 

sua espressione si spegne verso il tredicesimo giorno embrionale. Durante lo sviluppo della tasca di 

Rathke, HESX1 svolge un ruolo repressivo molto importante poiché regola, con l’intervento di altri 

co-repressori come TLE1 (Transducin-like enhancer of split-1) e NCoR (nuclear corepressor 

protein) l’espressione di PROP1, decidendo secondo un tempismo ben preciso la sua inattivazione o 

attivazione mediante la formazione di complessi eterodimerici (Gage et al, 1996, Dasen et al, 

2001). PROP1 è un altro fattore di trascrizione Prd-like (prophet of pituitary-specific transcription 

factor 1: prophet of Pit1) la cui espressione è necessaria per l’attivazione di PIT1 che a sua volta è 

fondamentale per lo sviluppo delle cellule somatotrope, lactotrope e tireotrope (Sornson et al, 

1996). HESX1, quindi, agisce come un repressore specifico di proteine attivatrici legate agli stessi 

siti di riconoscimento del DNA in un processo di repressione eteromerica (Brickman et al, 2001). Il 

dominio con funzione repressiva (engrailed homolgy domain, eh1) è caratterizzato da 7 residui 

amnioacidici (AA21-27) ed è molto conservato nella scala evolutiva.  

Topi omozigoti knock-out per Hesx1 mostrano una riduzione del prosencefalo, anoftalmia o 

microftalmia, anomalie nello sviluppo dei bulbi olfattivi, nel corpo calloso, nelle commissure 

dell’ippocampo, nel setto pellucido e la biforcazione della tasca di Rathke (Dattani et al, 1998). 

Nell’uomo un fenotipo assimilabile a quello osservato nei topi Hesx1-/- è rappresentato dalla 

Displasia Setto-Ottica (SOD) che si manifesta con panipopituitarismo congenito, ipoplasia del 

nervo ottico e/o anomalie di strutture della linea mediana (Izenberg et al, 1984; Morishima et al, 

1986). La ricerca di alterazioni a carico del gene HESX1 in individui con difetti ipofisari di vario 

tipo, alcuni dei quali presentavano quadri variabili di SOD, ha portato alla identificazione di alcune 

mutazioni causali. Sino ad oggi sono state descritte sette mutazioni a carico di HESX1 (Wales et al, 

1996). Cinque si presentavano in condizione di eterozigosi ed avevano un effetto dominante, tre di 

queste erano state trasmesse da uno dei genitori e portavano ad una variazione aminoacidica 

(GLN6HIS, SER170LEU, THR181ALA) (Thomas et al., 2001), le altre due, insorte de novo, erano 
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dovute ad errori nella cornice di lettura per inserzioni o delezioni di basi all’interno della regione 

codificante. In dettaglio: nel caso descritto da Tajima et al, 2003 l’inserzione di 2 bp AG in 

posizione 306-307 introduce un codone di Stop all’aminoacido 103 con produzione di una proteina 

tronca, mentre in quello descritto da Cohen et al, 2003 la delezione di una G nell’esone 4 in 

posizione 525 provoca una variazione degli ultimi 8 aminoacidi al C-terminale e la traduzione di un 

aminoacido in più, per una proteina di 186 aminoacidi che avrebbe una maggiore affinità di legame 

per il DNA ed aumenterebbe l’attività repressiva verso PROP1. Le 2 mutazioni restanti, con 

sostituzione aminoacidica: ARG160CYS e ILE26THR, erano a trasmissione recessiva (Wales et al., 

1996; Dattani et a., 1998; Carvalho et al, 2003, Tajima et al, 2003). I soggetti portatori di tali 

mutazioni hanno fenotipi estremamente diversi, sia dal punto di vista neuroanatomico sia 

endocrinologico, che vanno da gravi quadri di SOD, a CPHD relativamente moderati o IGHD. 

Anche tra soggetti portatori della stessa mutazione (S170L) i fenotipi sono estremamente variabili 

in termini di reperti neuroradiologici alla risonanza magnetica e della presenza di ipoplasia dei 

nervi ottici (Thomas et al, 2001). Le mutazioni identificate nell’uomo in definitiva non forniscono 

una spiegazione generale della SOD, ma suggeriscono un potenziale ed importante ruolo di questo 

gene nelle forme idiopatiche dominanti o recessive di ipopituitarismo. Quindi la modulazione delle 

interazioni tra HESX1 e le proteine partner coinvolte nello sviluppo normale del prosencefalo e 

dell’ipofisi potrebbe spiegare la variabilità di penetranza ed espressione del fenotipo associato alla 

SOD (Arslanian et al, 1984). Il gene HESX1, inoltre, è stato il primo gene associato con quadri 

neuroradiologici di ectopia e mancata discesa dell’ipofisi posteriore, recentemente tali reperti sono 

stati associati a mutazioni di un altro gene, LHX4, che codifica per un fattore trascrizionale che 

interviene nello sviluppo embriogenetico dell’ipofisi.  

 
 LHX3 mappa al locus 9q34.4 ed è composto da 7 esoni, ma ne vengono trascritti solo 6 per 

uno splicing alternativo degli esoni 1a o 1b con il secondo esone. La trascrizione di LHX3, quindi, 

porta alla produzione di due isoforme proteiche: LHX3a di 397 aminoacidi ed LHX3b di 402 

aminoacidi, che sono fattori di trascrizione appartenenti alla famiglia di proteine LIM-domain 

(Freyd et al, 1990) ed hanno ruoli diversi durante lo sviluppo dell’ipofisi e di altri sistemi 

neuroendocrini (Sloop et al, 1999). LHX3 possiede due domini LIM ed un omeodominio. Nel topo 

Lhx3 viene espresso nel momento in cui le cellule ectodermiche orali della tasca di Rathke 

prendono contatto con quelle neuronali che formano il lobo posteriore dell’ipofisi. Topi knock-out 

per Lhx3 non sopravvivono alla nascita, hanno difetti nei motoneuroni, e mancano dei derivati della 

tasca di Rathke, ossia dei lobi anteriori ed intermedio dell’ipofisi (Sheng et al, 1996). Lo sviluppo 
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dell’ipofisi, infatti, non procede oltre la formazione della tasca di Rathke e alla differenziazione 

delle cellule corticotrope, mentre le cellule gonadotrope, tireotrope, lactotrope e somatotrope non 

riescono a differenziarsi (Sheng et al, 1996). LHX3 è stato pertanto chiamato in causa come gene 

candidato nelle forme di ipopituitarismo anteriore associato ad ectopia dell’ipofisi posteriore. 

L’espressione di LHX3 viene mantenuta anche nella ghiandola adulta, in quanto può attivare la 

trascrizione di geni di ormoni ipofisari e di geni per fattori di trascrizione, inclusi PIT1, PRL, 

TSHβ, αGSU, βFSH ed agisce da solo o in cooperazione con altri fattori di trascrizione come 

PITX1 (Bach et al, 1995; Sloop et al, 2000; West et al. 2004).  

Sino ad oggi sono state identificate 2 mutazioni a carico di LHX3 a trasmissione recessiva: una 

mutazione provoca un cambiamento aminoacidico nel secondo dominio LIM (Y116C), l’altra è una 

delezione in omozigosi di 23 bp che coinvolge il sito di splicing al 3’ del terzo esone e dà come 

prodotto una proteina tronca (Netchine et al, 2000). Esse sono associate ad un quadro di CPHD 

associato a rigidità spinale cervicale.  

 
 Il gene LHX4  è un gene LIM homeobox e regola insieme a LHX3 la formazione definitiva 

della tasca di Rathke e con PROP1 la proliferazione e la differenziazione delle cellule ipofisarie 

(Raetzman et al, 2002). Mappa al locus 1q25, è composto da 6 esoni che codificano per un fattore 

di trascrizione di 367 aminoacidi con 2 domini LIM ed un omeodominio. Topi Knock-out per Lhx4 

mostrano uno sviluppo incompleto dell’ipofisi, tuttavia il difetto non è letale come per i topi  

Lhx3-/-, poichè la tasca di Rathke si forma nonostante i lobi intermedio ed anteriore dell’ipofisi che 

ne derivano siano distintamente ipoplasici (Sheng et al, 1997). Recentemente è stata identificata 

una mutazione nell’uomo a carico di tale gene a trasmissione dominante che coinvolge il sito AG di 

splicing 5’ dell’esone 5. La trasversione di G→C crea due siti di splicing criptici all’interno 

dell’esone 5 e porta alla produzione di due proteine tronche di 363 e 199 aminoacidi che perdono 4 

aminoacidi fondamentali dell’omeodominio (VWFQ) (Machinis et al. 2001). Gli individui studiati 

appartenevano ad una stessa famiglia in cui i soggetti malati presentavano un quadro variabile di 

deficit ipofisario da IGHD a CPHD con deficit di GH, TSH e ACTH, associato ad anomalie 

strutturali dell’ipofisi e delle tonsille cerebellari. Per quanto riguarda le anomalie ipofisarie tali 

soggetti presentavano alla risonanza magnetica una ipoplasia dell’ipofisi anteriore, associata ad una 

ectopia dell’ipofisi posteriore; quest’ultima però non era presente in tutti i soggetti portatori della 

mutazione. Lhx4 è espresso anche nell’ipofisi adulta ed ultimamente traslocazioni t(1;14) (q25;q32) 

di LHX4 sono state osservate nella leucemia linfoblastica acuta delle cellule pre-B (Kawamata et 

al, 2002; Yamaguchi et al, 2003). 
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 Il gene PIT-1 gioca un ruolo essenziale nello sviluppo delle cellule somatotrope, lattotrope e 

tireotrope dell’ipofisi anteriore e attiva l’espressione dei geni che codificano per GH, PRL e TSHβ. 

Mutazioni a carico di tale gene sono responsabili di un fenotipo caratterizzato da assenza di GH, 

PRL e TSH. Il deficit di GH è generalmente grave con grave difetto di crescita che si manifesta in 

età precoce e con facies caratteristica. La secrezione di LH e FSH è normale, tuttavia soggetti con 

mutazioni di PIT-1 possono manifestare un ritardo puberale in caso di trattamento tardivo con GH e 

T4. Per quanto riguarda l’aspetto neuroradiologico, l’aspetto dell’ipofisi in tali soggetti può avere 

dimensioni normali o ridotte alla risonanza magnetica.  

 Il gene PROP-1 di più recente scoperta sembra invece essere coinvolto nell’ontogenesi delle 

cellule gonadotrope oltre che somatotrope, lattotrope e tireotrope caudo-mediali. Codifica per un 

fattore di trascrizione necessario per l’espressione di Pit-1. Fino ad oggi sono state identificate 13 

mutazioni di PROP-1 responsabili di un fenotipo CPHD caratterizzato da assenza o bassi livelli di 

GH, PRL, TSH, LH, FSH (Parks et al, 1999; Daladoey et al, 1999; Vallette-Kasic et al, 2001; 

Paracchini et al, 2003). Recentemente sono stati descritti pazienti che hanno sviluppato anche un 

deficit progressivo di ACTH ad esordio tardivo. Il fenotipo clinico tuttavia è molto variabile 

soprattutto in relazione alla gravità dei sintomi e all’età di esordio dei diversi difetti ormonali. 

Generalmente il primo ormone deficitario è il GH. Molto raramente il CPHD può esordire con un 

deficit di TSH. Il sintomo di esordio è comunque sempre rappresentato da un difetto di crescita 

nella statura. Non esiste una perfetta correlazione fra genotipo e fenotipo, poiché il fenotipo può 

variare non solo a causa di mutazioni differenti, ma anche fra soggetti portatori della stessa 

mutazione nella stessa famiglia. Il deficit di ACTH ha di solito esordio tardivo, è asintomatico, ma 

diventa progressivamente più evidente e può causare crisi iposurranaliche con rischio di shock in 

situazioni di stress acuto. Per tale motivo, nei soggetti con mutazioni a carico di tale gene diventa 

necessaria una valutazione completa dell’assetto ormonale ed un continuo monitoraggio per iniziare 

tempestivamente una terapia sostitutiva con cortisolo. La maggior parte di tali pazienti mostrano 

alla RMN una ipoplasia dell’adenoipofisi, tuttavia sono riportati alcuni casi che presentano un 

aumento delle dimensioni del lobo anteriore ipofisario con un allargamento della sella turcica. Tale 

aumento è stato osservato solo in età precoce, soggetti seguiti al follow-up con RMN hanno 

dimostrato che l’ingrandimento ipofisario è seguito da una progressiva involuzione che durante la 

seconda decade di vita risulta in una ipoplasia ipofisaria. La presenza di una massa ipofisaria a 

carico del lobo anteriore con un aumento del segnale iperintenso in T1 alla RMN è suggestiva di un 

deficit di Prop-1; importante è dunque la diagnosi differenziale con craniofaringioma, adenoma 

ipofisario, disgerminoma o cisti della tasca di Rathke.  
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Progetto anno 2003-2004 
 

 Il progetto del terzo anno di Dottorato è stato quello di analizzare il gene HESX1 in un 

gruppo di soggetti affetti da IGHD e CPHD, sia sporadici sia familiari, con quadri fenotipici a vari 

gradi di gravità dal momento che la letteratura riporta pazienti con mutazioni di HESX1 con 

fenotipi molto diversi, sia dal punto di vista neuro-anatomico sia endocrinologico (Thomas et al., 

2001). L’analisi di LHX4 è stata eseguita in un gruppo di soggetti affetti da CPHD.  

I soggetti destinati all’indagine molecolare sono stati inviati al nostro laboratorio da diversi centri 

italiani. Tutti soddisfavano i criteri di inclusione per deficit di GH isolato o associato ad uno o più 

degli altri cinque ormoni secreti dall’ipofisi anteriore (TSH, PRL, ACTH, LH, FSH) secondo le 

regole dettate dalle linee guide internazionali (Williams et al, 2003). In particolare, un paziente 

viene considerato affetto da deficit di GH quando il livello del picco dell’ormone, dopo 

stimolazione, risulta essere inferiore a 10 ng/ml. 

Un gruppo di 80 soggetti sani (20 maschi/60 femmine), inoltre, è stato selezionato all’interno della 

struttura universitaria ed ospedaliera come controllo, per confrontare la presenza o la frequenza 

delle eventuali alterazioni di HESX1 e LHX4. 

Tutti i partecipanti allo studio, o i loro genitori se minorenni, sono stati informati del motivo dello 

studio ed hanno dato il loro consenso al trattamento dei dati personali.  

L’analisi molecolare per HESX1 è avvenuta tramite sequenziamento diretto mediante sequenziatore 

automatico capillare ABI PRISM 3100 (Applied Biosystem, USA), utilizzando il kit di reazione 

Big-dye terminator cycle sequencing (Applied-Biosystem), mentre i frammenti di LHX4 sono stati 

analizzati mediante DHPLC con un'apparecchiatura automatizzata di tipo HPLC (Wave, 

Transgenomic Santa Clara, California). L'analisi con DHPLC consente di identificare direttamente 

gli individui eterozigoti attraverso la formazione di molecole heteroduplex che vengono eluite dalla 

colonna ad un tempo di ritenzione minore rispetto alle molecole homoduplex. 

La regione codificante comprendente i 4 esoni ed i siti di splicing di HESX1 è stata suddivisa in 3 

frammenti, mentre per i 6 esoni di LHX4 i frammenti sono stati 7, di dimensioni adatte all'analisi 

con DHPLC. 

I soggetti studiati per HESX1 sono stati 80 suddivisi in: 

• 62 CPHD (34 maschi/28 femmine) 

• 18 IGHD (9 maschi/9 femmine) 

Nei soggetti con CPHD, il 71% era rappresentato da bambini ed adolescenti, mentre il 29% erano 

adulti, con un’età compresa tra 1 e 29 anni. 
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Le immagini della risonanza magnetica dell’ipofisi mostravano ipoplasia dell’ipofisi nel 43% dei 

soggetti, una sella vuota nel 19%, alterazioni o assenza del peduncolo ipofisario nel 16%, ectopia 

neuroipofisaria o displasia setto-ottica nell’8% e assenza della neuroipofisi o malformazioni 

cerebellari nel 3%, tuttavia un 8% dei soggetti non presentava alcuna alterazione neuroanatomica. 

I 18 soggetti con IGHD erano suddivisi in 12 bambini e 9 adulti. L’immagine di risonanza 

magnetica dell’ipofisi era normale nel 29% dei casi, mentre nel 21% vi era ipoplasia ipofisaria, nel 

14% vi era una sella vuota o una displasia setto-ottica e nel 7% una disgenesia del corpo calloso. 

 

I soggetti studiati per LHX4 sono stati 63 CPHD (36 maschi/27 femmine) scelti all’interno del 

gruppo CPHD descritto per l’analisi di HESX1. 

 
L’analisi di HESX1 ha permesso di identificare 2 mutazioni in 2 soggetti affetti da CPHD 

sporadico, nei 78 pazienti restanti non sono state trovate alterazioni di alcun tipo. 

 Il primo soggetto era un bambino di 9 anni con defict di GH, TSH e gonadotropine, 

associato ad ectopia neuroipofisaria e malformazioni anatomiche, quali: restringimento biparietale, 

prominenza della sutura coronaria, rima oculare ristretta, naso a becco, ipoplasia della mandibola, 

impianto basso delle orecchie, lateralizzazione dei capezzoli, aracnodattilia con pterigio 

interdigitale, criptorchidismo con micropene. Il sequenziamento di HESX1 ha permesso di 

individuare la trasversione G18C nell’esone 1 in condizioni di eterozigosi. Tale mutazione provoca 

la sostituzione di una glutammina (CAG) con una istidina (CAC) a livello del sesto aminoacido 

della proteina: Q6H. Tale alterazione in eterozigosi, che è stata ereditata dalla madre, con fenotipo 

normale, è già stata descritta in un solo soggetto affetto da CPHD ed ectopia neuroipofisaria 

(Thomas et al, 1998). Il significato funzionale di tale alterazione rimane ancora da chiarire, tuttavia, 

il riscontro di questo ulteriore caso con caratteristiche fenotipiche e genotipiche simili a quelle già 

note avvalora l’ipotesi che si tratti di una mutazione causale ad effetto dominante e a penetranza 

incompleta. 

 La seconda mutazione è stata trovata in un ragazzo di 30 anni, giunto all’attenzione degli 

endocrinologi per un’insorgenza tardiva di deficit di GH (picco 2,2 ng/ml) e di gonadotropine 

[mancata risposta al test di stimolo per LH ed FSH, testosterone basale: 0,2 ng/ml (valori basali 

normali: 3,10 ng/ml)]. La risonanza magnetica dell’ipofisi presentava una sella vuota. 

La mutazione trovata in eterozigosi per la transione G385A nell’esone 3 provoca una sostituzione 

aminoacidica di una valina (GTA) con una isoleucina (ATA) a livello del codone 129 della proteina 

(V129I). Non è ancora stato possibile risalire ai genitori di tale soggetto e stabilire se si tratta di una 

mutazione ereditata o de novo. In letteratura tale mutazione non è ancora stata riportata. Si trova 
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nell’omeodominio e potrebbe influenzare il legame con il DNA. Prove funzionali di tale mutazione 

tramite electrophoretic mobility shift assay (EMSA) sono nei progetti futuri del laboratorio.  

 Per verificare che tali variazioni fossero delle vere mutazioni, è stata eseguita l’analisi 

molecolare dei frammenti contenenti le variazioni su 160 cromosomi di soggetti sani, che sono 

risultati del tutto normali. 

 

 L’analisi di LHX4, invece, non ha portato all’identificazione di alcuna mutazione causale. 

E’ stato trovato, tuttavia, un polimorfismo nel sesto esone del gene a livello dell’aminoacido 312. 

Tale polimorfismo è una transizione G→A che provoca la sostituzione di un Acido Aspartico 

(GAC) con Asparagina (AAC). Le frequenze alleliche di tale variante 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 0,56 e 0,60 e la frequenza di A pari a 0,44 

e 0,42 rispettivamente nel gruppo dei CPHD e dei controlli sani (p= NS). L’acido aspartico in 

posizione 312, inoltre, risulta già essere all’esterno dell’omeodominio ed è quindi poco probabile 

che abbia influenza nel legame con il DNA. 

 

E’ in progetto la valutazione molecolare del gene LHX3 nei soggetti CPHD e l’analisi funzionale 

delle mutazioni trovate in HESX1: Q6H e V129I. In particolare verrà provata la capacità di legame 

con il DNA della proteina HESX1 con la mutazione V129I mediante EMSA, come descritto nei 

lavori di Brickman et al, 2001 e di Dattani et al, 1998.  

 
Partecipazione a Congressi 
-Corso di formazione: “Biologia Molecolare in Endocrinologia Pediatrica”(2 incontri a Milano e 3 a 
Roma, 2004.  
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