Universita degli Studi del Piemonte Orientale

“Amedeo Avogadro”

degli studi
del piemonte
orientale

Tesi di Dottorato di Ricerca in Medicina Molecolare
Ciclo XXV

Screening genetico dell’'ipertireotropinemia in
eta pediatrica

Responsabile del Corso:
Prof. Umberto Dianzani

Responsabile Scientifico:
Prof. Gianni Bona

Dottoranda:
Dott.ssa Stefania Moia



Sommario parte 1

1. INTRODUZIONE ...t e e e e e e e e e e 5

ASSE IPOtalamO-IPOfISAIIO. .. ...ttt e e e e e e 5

[potiroidismo SUDCHNICO...... . e T
[l recettore del TSH (TSHR) ... e e 8
Signaling cellulare del TSHR.........ccoo i e 10

Mutazioni note presenti nel gene del TSHR....... ..., 12
2. SCOPO DEL LAVORO. .. .ot i et e et e r e nn e aae e e e 1D

3. MATERIALI E METODI. .. ... et et e e et e eere e e e e 16
Selezione dei PazIeNnti... . ..o cee i e e e ea e 1O
Analisi molecolare del gene TSHR...... ..o e, 17
Mutagenesi SItO-AIrea. ... ... oo it e e e e e e 18
Colture CellUlari...... ..o e e e 19
Immunofluorescenza: microscopia confocale..............cooviiiiiiiiiiiiiiin e, 19
Saggio di vitalita cellulare......... ... 20
Dosaggio secondi messaggeri: CAMP ..ot 21
Dosaggio secondi messaggeri: IP....cove i 21

ANALIST STAT ST A .. ee oo e e 22

Analisi molecolare del gene del TSHR...........coiiiii i e e e e e 23
Nuove variazioni identificate nel gene del TSHR weevveiv i, 25
Studi funzionali W520X: microscopia confocale.....coue.vviiiiiiin i, 26
Studi funzionali W520X: test di vitalita cellulare...............coooiiiii i e, 27
Studi funzionali W520X : dosaggio CAMP € IP.......ccoviiiiiiiiiiiicii e e 28

6. BIBLIOGRAFIA ... e 34



Sommario parte 2

Resistenza all’azione degli ormoni tiroidei (RTH)..cauee i,
Recettore dell’ormone tiroideo (PR.....ccooviuiriieiie i e e e

Mutazioni note presenti nel gene del THRB..........cooiiiiiiceci e e e,
2. SCOPO DEL LAVORO . .. ittt et e e e e e et e e e
3. MATERIALI E METODI o e e e e e e e e e ee

SelezioNe eI PAZIENTI. .. et e e

Analisi molecolare del gene del THRB.......c.ccoviiiii i e e

Analisi molecolare del gene THRB..........ouiii it e e e e e

Nuova variazione identificata: 1I276N............c.ooiiiiiiii e e

S, DISCUSSIONE .. . e e

ALLEGATI E PUBBLICAZIONI ...t it sii it sin s s s nanaes

42

51

51

.53

53

.60



Parte 1: ANALISI MOLECOLARE DEL GENE TSHR IN
PAZIENTI PEDIATRICI AFFETTI DA IPOTIROIDISMO
SUBCLINICO



1. Introduzione

Asse ipotalamo-ipofisario

La tiroide € una ghiandola endocrina, di tipo tallare ed € localizzata nella regione anteriore del
collo; essa produce due ormoni, tiroxina (T4) sdatironina (T3), che agiscono come regolatori
della crescita e del metabolismo, e secerne inaitrealtro ormone, la calcitoninda quale é
coinvolta nella regolazione del calcio (1). La setwne e la sintesi degli ormoni tiroidei sono
controllate da due ghiandole situate nell'areabrate: l'ipofisi e l'ipotalamo.

L’ipofisi produce la tireotropina, nota anche candigla TSH (thyroid-stimulating hormone), la
guale esercitando un’azione trofica sulle cellw®idolari della tiroide incrementa la produzione
degli ormoni T3 e T4. L'ipotalamo, a sua volta,lurdce sulla regolazione del TSH tramite la
produzione dellormone liberante la tireotropinagtar anche con la sigla TRH (thyrotropin-
releasing hormone). Questa regolazione é notal cmie 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 lI'ormyare e proprio; la subunita alfa & del tutto sinaile
quella di altre tropine ipofisarie (FSH, LH, HC@)gentre la subunita beta é 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 metaboligrazie all'interazione con i loro recettori nuclear
La tirosina necessaria alla sintesi e ricavatadidigradazione 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 af@adel tireocita I'enzima tireoperossidasi (TPO),
attraverso il meccanismo della perossidazione lizagal’ 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 altee di un simporto sodio-iodio localizzato sulla
membrana delle cellule della tiroide (Nla 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 e 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’attivitd degtintoni tiroidei portano ad ipotiroidismo, una delle
piu frequenti disfunzioni ormonali riscontrabile @a pediatrica; I'ipotiroidismo e classificabile

come terziario se ipotalamico, secondario se ipafisoppure primario se tiroideo (3).



Ipotiroidismo subclinico

Le patologie a carico della tiroide sono molte gude a diverse cause. Di nostro interesse in questo
studio & la condizione denominata ipotiroidismo chnico idiopatico, cioe un disordine
caratterizzato da una elevata concentrazione aielicTSH associata a valori di ormoni tiroidei
nella norma (3).

L’ipotiroidismo subclinico ha una prevalenza ngtlapolazione adulta dell’1-10% mentre i dati
sulla prevalenza in eta pediatrica sono limitapesso discordanti (4,5,6).

Sebbene nella maggior parte dei casi la patologianga stabile nel tempo (70-80% a 10 anni), e
ormai noto che in una piccola percentuale di cagiotiroidismo pud regredire; spesso
l'ipotiroidismo subclinico puo purtroppo pero anahelvere in ipotiroidismo conclamato, anche se
tale complicazione & pero molto piu frequente nieliene autoimmuni.

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 € 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 psicoratarognitivo (7).

Molte patologie sia tiroidee che extra-tiroidee sassociabili alla patogenesi di ipotiroidismo
subclinico; tra quelle correlabili alla tiroide peu frequenti sono la carenza iodica, la tiroidiie
Hashimoto e il morbo di Graves mentre le extratieei comprendono il diabete mellito, la fibrosi
cistica, il morbo celiaco e I'insufficienza renalenica (3).

La terapia esistente € a base di somministrazidoitidoxina, ma considerato che nel 40% dei casi
i livelli di TSH scendono a livelli normali spontaamente esistono pareri contrastanti sulla
necessita di trattamento (8).

In letteratura e stato ampiamente dimostrato ilnwoigimento di una componente genetica

responsabile dell'insorgenza dell'ipotiroidismo sliico; in particolare e stata notata la relagion
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esistente tra la presenza di mutazioni localizzeiegeni codificanti per proteine coinvolte nel

signaling del TSH e del suo recettore (TSHR) ed@mgenesi di ipotiroidismo subclinico.

Il recettore del TSH (TSHR)

Il TSH esercita la sua azione legandosi al dom@xtiacellulare del suo recettore. Il TSHR € un
classico recettore accoppiato a proteine G forrdatsette eliche transmembrana ed e presente sulla
membrana basolaterale delle cellule follicolarilaefiroide. 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 (9).

Il recettore € composto da due subunita, denomin&@, codificate dallo stesso gene e unite da
ponti disolfuro; la subunita comprende il dominio extracellulare mentre la sutaLy contiene la
porzione di recettore ancorata alla membrana e oiidio intracellulare (figura 2) (10).
L’instaurarsi di interazioni intramolecolari tra dominio extracellulare e i loop del dominio

transmembrana mantengono il recettore in una cord@ione chiusa e quindi inattiva.
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Figura 2. Modello strutturale del TSHR con evidenziate le dubunitéo e B.



Il TSHR e caratterizzato da un segmento aminotalaiglicosilato 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; inoltresemgenza segnale di 21 aminoacidi precede il
grande dominio extracellulare (11). La glicosilamodella porzione di legame, caratterizzata dal
classico “leucine repeat motifs” (LRRs), e indispanile per il legame ad alta affinita con
'ormone.

Un taglio proteolitico post-traduzionale divide ritcettore nelle sue due subunita, grazie alla
rimozione di un segmento polipeptidico di 50 amaicidi che si estende dal residuo 316 al residuo
366 (Figura 2); i ponti disolfuro sono ridotti gir@za proteine disolfuro isomerasi che portano al
rilascio della subunita dalla porzione ancorata alla membrana e alla guesge maturazione del
recettore. La rimozione di questa porzione amirtheaiporta ad una forma recettoriale attiva in
grado di legare '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
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. E’ noto inoltre che la cisteina in posizigtiee cruciale per la formazione e il mantenimento
del sito di legame per il TSH, in quanto studi geknti in vitro hanno dimostrato che la perdita di
tale cisteina causa la mancata formazione del pdistdfuro e I'impossibilita di legare I'ormone
(13).

I TSHR, oltre che sulla membrana basolateraleededlllule follicolari della tiroide, € espresso
anche in tessuti extra-tiroidei; la presenza d&lllRmessaggero del TSHR é stata rilevata anche in
fibroblasti, adipociti, linfociti, specifiche regid del cervello, ghiandola surrenale, cardiomigciti
fegato e timo, anche se gli studi a riguardo soromi limitati (14,15).

E’ ormai noto che il TSHR subisce una regolazionebase al tempo di emivita del’RNA
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messaggero del suo ligando TSH: in caso di ele@teentrazioni di TSH il recettore viene down-

regolato (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 subunita B e v: 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 3).

Exeracellular

Call membrans
TTTTTET

Intracellukar
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Gg-pretein TSH-R OE Ge-proein
i NN
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Figura 3. Meccanismo d’azione del TSHR: il legame dell’ormaitigva 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 tipg oppure quelle legate alla subunita . (Figura 4) (17).
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
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all'attivazione successiva della proteina chinagPKA).

Le proteine G contenenti la subunitg:1 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 e ormai noto che sono necessawigentrazioni piu elevate di TSH per attivare

guesta seconda via di trasduzione del segnale piatapall'inositolo fosfato rispetto alla via

dellcAMP (17).
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Figura 4. TSHR lega due tipi di proteine G, quelle contenkensubunita di tipas oppure quelle
legate alla subunitég11

La formazione di CAMP @s-mediata e stata in passato descritta come itipate meccanismo di
signaling intracellulare che media I'azione del FSHRecentemente Kero e collaboratori (18)
hanno pero dimostrato che il pathwayd&l1l-mediato € necessario nell'adulto per ilsgia e la

sintesi degli ormoni tiroidei TSH-indotta, e cheline un suo deficit pud causare la comparsa di
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una condizione di ipotiroidismo.
Un’addizionale conferma dell’essenziale ruolo fisgico delle proteine Gg/11 e stata dimostrata
attraverso I'osservazione che le mutazionali geathilocalizzate nel gene TSHR coinvolgono in

modo preferenziale il pathway dell’inositolo fosfgt9).

Mutazioni note presenti nel gene del TSHR

Nelluomo sono state identificate numerose mutazimcalizzate nelle regioni codificanti del gene
del TSHR, suddivisibili in due categorie, germinghpure somatiche.

Le mutazioni germinali di tipo “gain of function’ogsono essere causa di ipertiroidismo congenito,
in quanto incrementano l'attivita basale del rewette o rendono costitutivamente attivo anche in
assenza del ligando (11). Le mutazioni germinaliigh “loss of function” interferiscono invece
negativamente con la normale funzionalita recettlere sono cosi associabili alla resistenza al TSH
e all'ipotiroidismo congenito (20).

Le mutazioni di tipo somatico portano ad un fenmtghinico diverso rappresentato dalladenoma
tossico di Plummer e dal gozzo multinodulare tassc anche se piu raramente, dal carcinoma
tiroideo.

La condizione di ipotiroidismo subclinico oggettel chostro studio € solitamente causata dalla
presenza di mutazioni di tipo “loss of function”uagmente distribuite lungo I'intera sequenza del
gene TSHR (Figura 5). In letteratura sono staterdesvarie tipologie di mutazioni: missenso (con
sostituzione di un aminoacido con un altro), nossefcon introduzione di un codone di stop)
oppure delezioni, inserzioni 0 mutazioni nei sitsplicing.

Studi precedenti hanno dimostrato che le mutazigesenso localizzate nel dominio extracellulare
possono causare una ridotta o assente capacégalel'ormone; la maggior parte delle mutazioni
riportate in questa regione causano inoltre unattadespressione del recettore sulla superficie
cellulare; cio puo essere dovuto ad un “misfoldirdgl recettore incompatibile con la sua

esportazione dal reticolo endoplasmatico e comdaessiva inserzione nella membrana plasmatica.
12



Il mancato legame con l'ormone porta cosi alla egnente abolizione di tutto il signaling
cellulare.

Il TSH si lega al dominio extracellulare del réoet codificato dai primi 400 residui aminoacidici;
studi in vitro hanno pero dimostrato che la delegiaei residui 38-45 impedisce il legame
dellormone al recettore, mentre la perdita deid@is317-366, invece, non influenza il legame e
neanche il conseguente accumulo di cAMP (21,22).

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 (23), oppure si puo avere la manciazaone 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 mutagiotipo 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 (24).

Come €& ormai noto per molti altri recettori accapipia proteine G, le forme mutate oppure
“misfolding” vengono ritenute e degradate nel mdticendoplasmatico attraverso il pathway del
proteasoma; si tratta comunque di casi molto rari.

Recentemente la scoperta che il TSHR, come madtii r@écettori accoppiati a proteine G, puod
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 (25).
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2. Scopo del lavoro

Scopo del presente studio e l'analisi molecolark gime TSHR in un gruppo di bambini e
adolescenti di eta compresa tra 1 e 18 anni affatipotiroidismo subclinico.

Tutti i pazienti inclusi nello studio possiedonoskeguenti caratteristiche: elevati valori di TSH in
almeno due misurazioni, ormoni tiroidei nella norenassenza di autoimmunita tiroidea.

La diagnosi molecolare é stata inoltre condottadisun gruppo selezionato di soggetti sani da
utilizzare come gruppo di controllo.

In una paziente e nella madre € stata identifiatauova mutazione W520X. Al fine di valutare
I'effetto di tale variazione sul signaling recetéde sono stati eseguiti gli studi funzionali itirei in
considerazione del fatto che la mutazione € di tippsenso e introduce un prematuro codone di
stop nella sequenza del TSHR, é stata inizialmealigtata la corretta espressione del recettore in
membrana attraverso esperimenti di immunofluoreszen

Successivamente € stata studiata la funzionaldéattariale, intesa come produzione di secondi

messaggeri; attraverso dei saggi ELISA sono stadati sia AMP ciclico (CAMP) che inositolo

fosfato (IP) per valutare cosi I'effetto della naawutazione sul signaling cellulare.

15



3. Materiali e metodi

Selezione dei pazienti

Sono stati reclutati 108 pazienti (56 maschi eé&firhine) 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 mimora valori sierici di TSH superiori al range di
normalita, nonostante valori normali di ormoni @i
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 l'ipotiroidismo, oppure i soggettesif da patologie correlabili alla tiroide o atieda
malattie croniche.
Per ogni paziente sono state registrate le castitde cliniche e analizzati i parametri biochimic
Le caratteristiche cliniche analizzate includevaasso, eta, peso, altezza, stato puberale, fatailiar
per patologie tiroidee, presenza di gozzo allagmatme e volume tiroideo. | parametri biochimici
analizzati includevano invece i valori di TSH, f€3T4. | livelli sierici di TSH, T3, fT4, TPO-Ab
e Tg-Ab sono stati misurati utilizzando il metodelld chemiluminescenza diretta (Advia Centaur
CP Immunoassay System, Siemens Healthcare DiagnDsterfield, IL).
| range di normalita considerati nello studio setwti:

* 0,45 - 3,5uUl/ml peril TSH;

e 2,3-4,2pg/mlper fT3;

 0,89-1,76 ng/dl per fT4;

 titoli anticorpali (TPO-Ab e Tg-Ab) inferiori a 6J/ml.
L’analisi molecolare é stata condotta inoltre s@ $thggetti sani di controllo. Il protocollo oggetto
dello studio e stato approvato dal comitato etamale e il consenso informato € stato firmato dai

genitori di ogni paziente.
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Analisi molecolare del gene TSHR

I DNA genomico e stato estratto da sangue pecibeei i 10 esoni codificanti del gene del TSHR e
le regioni introniche fiancheggianti sono state Hincpte tramite PCR (Polymerase Chain
Reaction). La sequenza dei primers utilizzati eeteperature dei protocolli di PCR sono mostrati in

tabella 1.

Tabella 1. Sequenza dei primers, dimensione dei frammetgimgeratura di annealing di ogni
protocollo di PCR (F = primer forward; R = primewerse; TD = touch-down PCR)

Sequenza dei primers Dimensione Temperature di

ESONE (5 - 3) prodotto di PCR (bp)  annealing di PCR (°C)

F-cctctttttccecttctcca
1 400 60-50 (TD)
R-ccagagatcaagggcatctgcag

F-tggttctttggtatgtttgttga
2 ggticttiggtatgtttgttg 344 51
R-acttgcataaatcaatggcag

F-gcagaatccatgagggttgt
3 gcag gagggtig 301 51
R-caatgggagctggtttct

F-ggtaccctgtggcgtaaat
4 a9 gtggcg g 330 51
R-atggtgtatagcctgggtcg
F-ttgtcttcagaacccatgctt
5 335 60-50 (TD)
R-cactggcatgaagtaaggca
F-ctgctgcagaaggaaagcat
6 gelgcagaadg g 227 60-50 (TD)
R-tccaagagccatactgcctt
F-gcaccacttctcaccagtca
R-tctccetggtgtgtgtgtgtgtgtgt
F-gtgctcaagccagaagaaga

352 51

357 51
R-gttgctgtctcgggtaaagg

F-tcatctcccaattaacctcagg
9 410 60-50 (TD)
R-gtggagaggaaattggaagc

F-gcctggcactgactcttttc
10A 419 =X
R-tcctgagaattgtggtgtggt

F-gttcaacccgtgtgaagaca
10B 446 60-50 (TD)
R-gtttgctgcttccttctcg

F-ctggtatgccatcaccttcg
10C 433 60-50 (TD)
R-agcaactccaaaatcttgctg

F-tctgaacaagcctctcatca
10D 447 60-50 (TD)
R-gacacccccaacacatagct
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L’esone 10, in quanto molto esteso, e stato susldiin 4 frammenti fiancheggianti per poterlo
amplificare completamente (denominati A,B,C e D feazione é stata eseguita in un volume
finale di 30 pl utilizzando 100 ng di DNA genomieola polimerasi AmpliTag Gold (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Il prodotto di amplificazione e stato visualizzato gel di agarosio al 2%. | campioni sono stati poi
analizzati tramite sequenziamento diretto utilizzanl kit di reazione di sequenza Big-Dye
Terminator Cycle (Applied Biosystem, Foster CityA)& un sequenziatore automatico ABI 3100.
Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati confrdntaon la sequenza di riferimento wild type
(NM_000369) e poi allineati utilizzando softwareplbnibili in rete (Multiple Sequence Alignment

CLUSTALMW sito internet: www.genome.jp/tools/clustd).

Mutagenesi sito-diretta

Il vettore pSVL (4896 bp) contenente il cDNA wilghe del TSHR é stato gentilmente donato dal
Dipartimento di Endocrinologia e Metabolismo deltidersita di Pisa (Figura 6).

70 ul di cellule competenti DH101F sono state trasfatencon lul (concentrazione 10 ng) di
vettore pSVL-TSHR e cresciute overnight a 37°C iaspe di LB/Agar Ampicillind per
selezionare solo le colonie che hanno incorporapasmide con la resistenza all’antibiotico. Il
DNA plasmidico é stato successivamente amplifiedoestratto utilizzando il Qiagen Plasmid
Maxi Kits (Qiagen).

La mutazione e stata introdotta nella sequenza-tydd 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 6. Struttura ed elenco dei siti di restrizione preisaifitnterno del vettore pSVL

Colture cellulari

Per tutti gli esperimenti € stata usata la linéaleee CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary).
Le cellule sono state cresciute a 37°C in atmosferaificata con 5% di C@n terreno Ham’s F12
(Sigma Aldrich,St Louis, MO); il terreno e stato addizionato de¥d di siero fetale bovino (FBS),

1% di glutammina e 1% di antibiotici (penicillinstéptomicina) (Sigma Aldrich).

Immunofluorescenza: microscopia confocale

Circa 6 x 10 cellule sono state fatte crescere per 24 ore & 3d@€endole 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 Asélr-LT1 (Mirus Bio CorporatiorMadison,
WI). Dopo 48 ore le cellule sono state fissate pamaformaldeide al 4% e, qualora necessario,

permeabilizzate con Triton.
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Sono state studiate due diverse condizioni cellular

1) Cellule permeabilizzatele cellule sono state permeabilizzate con una zsmbe di

PBS/Triton allo 0,2% e incubate overnight a 4°C aom anticorpo goat policlonale
denominato C-20, che riconosce la porzione C-tamhaimel TSHR umano (Santa Cruz
Biotechnology Inc.). Dopo 16 ore e stato aggiuranticorpo secondario anti-goat FITC-

coniugato (Sigma Aldrich), incubando le celluldalo per 1h e 30" a temperatura ambiente.

2) Cellule non permeabilizzatée cellule sono state incubate overnight a 4°€ wo anticorpo

mouse monoclonale denominato 3B12, che riconoscanghoacidi 1-415 presenti nella
porzione N-terminale del TSHR umano (Santa Cruzdgionology Inc.). Dopo 16 ore e
stato aggiunto l'anticorpo secondario anti-mouselC-toniugato (Sigma Aldrich),

incubando le cellule al buio per 1h e 30" a tenmpeasambiente.

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).

Sagaqio di vitalita cellulare

Per verificare che la concentrazione di TSH ricambie somministrata alle cellule non fosse
tossica e stato eseguito un test di vitalita catkuilcon Alamar Blue. Il saggio € basato su una
reazione di ossido-riduzione colorimetrica dell’ar Blue: piu i pozzetti diventano di colore rosa,
piu e elevata la percentuale di Alamar Blue ridettquindi 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°@4oere. Il giorno successivo la piastra e stata
incubata a 37°C per 24 ore con diverse concentragiolT SH ricombinante (0.5, 1, 10, 50 e 100
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mM). In ogni pozzetto sono stati poi aggiuntidali Alamar Blue, e la piastra € stata incubata per
1 ora al buio a 37°C. La lettura e stata effett@at&/0 nm dopo 5, 16 e 24 ore dall’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-incubate3®@eminuti a 37°C con 0,5 mM di IBMX (3-
isobutyl-1-methylxanthine, Sigma Aldrich), un irtimie non specifico delle fosfodiesterasi.
Successivamente sono state stimolate con varieentiazioni di TSH ricombinante (Thyrogen,
Genzyme) per 1 ora a 37°C. Sono state poi lisateH©l 0,1 M e il surnatante é stato raccolto
dopo centrifugazione a 600 g per 10 minuti. Il dmpa € stato effettuato utilizzando un kit di
immunoassay (CAMP Enzyme ImmunoAssay Kit, Assayid@es, un 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 concentmraeiodi cAMP nel campione; l'eventuale
acetilazione dei campioni e degli standard permdittaumentare la sensibilita delle letture. La

lettura della piastra e stata effettuata a 405Inmaultati sono espressi in pmol/ml.

Dosaqqio secondi messaggeri: IP

72 ore dopo la trasfezione le cellule sono stateotate per 1 ora con varie concentrazioni di TSH
ricombinante diluito in buffer di stimolazione addinato di LiCl 50 mM; lattivazione dei
recettori accoppiati a proteine G porta al rilassid®-myo-inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3), e quindi

al transiente incremento di calcio intracelluldra.vita media dell’'IP3 e estremamente breve (meno
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di 30 secondi) prima che esso sia trasformato 2nelfP. La presenza di LiCl nel medium di coltura
€ necessaria per prevenire 'immediata degradazi@miidP e consentire il suo accumulo nella
cellula e quindi la successiva quantificazione.

Dopo la stimolazione le cellule sono state poitéisaon un reagente di lisi per 30 minuti a 37°G@ e |

produzione di IP e stata quantificata utilizzando kit commerciale (IP-One Assay Kit ,Cisbio

Bioassay). La lettura della piastra é stata effétt@a 450 nm. | risultati sono espressi in nM.

Analisi statistica

| dati sono espressi come media + SEM. Per le hifirieontinue sono stati utilizzati i test non
parametrici Wilcoxon e Mann-Whitney. La significata statistica e stata assunta come p<0.05.
Tutte le analisi statistiche sono state eseguiteilcprogramma SPSS per Windows versione 17.0

(SPSS INC; Chicago, IL, USA).
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4. Risultati

Analisi molecolare del gene del TSHR

L’'analisi molecolare del gene TSHR é stata condeita 108 pazienti pediatrici affetti da
ipotiroidismo subclinico e 112 soggetti sani di woho.

Nella nostra serie di pazienti sono state idemtiictre mutazioni missenso gia riportate in
letteratura: P162A, D410N e T477I1. Queste mutazgono state identificate in eterozigosi in sette
pazienti (frequenza di mutazione 7/108=6.48%).

La mutazione P162A é stata identificata in 3 sagtyet loro indipendenti, € di tipo loss of funatio
ed ¢ localizzata nell’esone 6 del gene TSHR. Studitro hanno dimostrato che l'introduzione del
residuo di alanina in sostituzione dell'aminoacptolina nella porzione extracellulare del TSHR
causa una riduzione dell’espressione del recettoreembrana; non sono presenti invece effetti
sulla produzione di secondi messaggeri. Il residiyorolina in posizione 162 appartiene ad un sito
putativo di legame con l'ormone TSH, localizzatdlaneegione N-terminale, ed e localizzato
adiacente alla porzione della molecola ricca du¢lae repeat motifs”; &€ stato ipotizzato che la
rimozione di questo residuo di prolina alteri Ipaeita di binding del recettore, senza pero alterar
la struttura (26,27).

La mutazione D410N e localizzata nell’esone 10 ghkate, nella regione cerniera extracellulare
adiacente al primo loop del dominio transmembrdaamutazione D410N ha mostrato una
trasmissione familiare essendo presente sia naltéepte, che nel padre e nella zia paterna. Dal
punto di vista funzionale studi precedenti hannmatitrato che il risultante recettore mutato
mantiene normali capacita di legame al TSH, nombstana ridotta capacita di trasdurre il segnale,
intesa come ridotta attivazione dell’adenilatoasci(23).

La mutazione T4771 e localizzata anch’essa neliiesbO del gene; consiste nella sostituzione, nel
secondo segmento transmembrana del recettoregsidlio altamente conservato di treonina con

'aminoacido isoleucina. La mutazione é stata trtava eterozigosi in una sola paziente. Studi di
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trasfezione in cellule COS-7 hanno dimostrato ¢hredettore mutato possiede un’espressione in
membrana estremamente ridotta e una scarsa capla@téivazione in presenza di TSH bovino
(bTSH); inoltre la produzione di cCAMP osservatgomesenza della mutazione T4771 era del tutto
paragonabile a quella delle cellule trasfettate itmolo vettore vuoto, suggerendo un mancato
legame del recettore alle proteines&8).

In considerazione dei risultati prodotti dagli st@whzionali eseguiti sulle tre mutazioni missenso
identificate, P162A, D410N e T4771, possiamo cadefe che tali mutazioni siano da considerarsi
come la causa della comparsa dell'ipotiroidismocnlzto osservato nei nostri pazienti. Nessuna
mutazione e stata trovata invece nel nostro grajpgoggetti di controllo (n=112).

Il gene TSHR e dimostrato essere altamente poliomrinfatti I'analisi molecolare ha mostrato la
presenza di 8 polimorfismi di singolo nucleotid®&f) noti nella nostra serie di pazienti (tabejla 2

e di 6 SNPs nel gruppo di controllo (tabella 3).

SNP Allele 1 Allele 2
P52T A C
(rs2234919) 91,2 8.8
E34K G A
(rs45499704) 99,5 0,5
IVS1-80 T A
(rs17111401) 86,1 13,9
IVS3-35bp C T
(rs77924349) 99,5 0,5
IVS6+13 A G
(rs2241119) 88 12
N187N T C
(rs2075179) 87,5 12,5
A459A G A
(rs113951800) 98,6 1.4
D727E C G
(rs1991517) 95.8 42

Tabella 2 Frequenza dei polimorfismi presenti nella noseae di pazienti dove l'allele 1 indica
I'allele piu frequente nella popolazione, mentedléle 2 quello meno frequente.
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SNP Allele 1 Allele 2
D36H G C
(rs61747482) 99,1 0,9
P52T C A
(rs2234919) 97.3 2,7
IVS1-80bp T A
(rs17111401) 87,5 12,5
IVS6+13 A G
(rs2241119) 92 )
N187N T C
(rs2075179) 81,5 85
D727E C G
(rs1991517) 98,2 1,8

Tabella 3.Frequenza dei polimorfismi presenti nella nostreesdi controlli dove I'allele 1 indica

I'allele piu frequente nella popolazione, mentedléle 2 quello meno frequente.

Nuove variazioni identificate nel gene del TSHR

In una paziente di 6 anni, nata da genitori norsanguinei, € stata trovata la sostituzione G>A in

posizione 1559 nell’esone 10 (TGE AG) del gene TSHR. L'aminoacido triptofano in posne

520 viene cosi sostituito da un codone di stop (@O¥)2 Tale mutazione e stata trovata in

condizione di eterozigosi. L’elettroferogramma detiutazione W520X e mostrato in figura 7.
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Figura 7. Elettroferogramma della nuova mutaziors#2®X identificata nell’esone 10 del gene

TSHR. Sia la paziente che la madre sono eterozpgtéa mutazione
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La nuova variazione € localizzata nel terzo domimamsmembrana del TSHR e coinvolge un
aminoacido altamente conservato tra specie divggsdga ad una prematura interruzione nella
sintesi del’'mRNA del recettore e quindi ad una $oama tronca priva di buona parte della
porzione C-terminale.

Allo screening neonatale la paziente presentavavelto di TSH pari a 9.&lU/ml; alle successive
analisi il valore medio di TSH era di 8&JI/ml, i valori degli ormoni tiroidei erano nei litin 0
solo leggermente elevati (fT3 4.7 pg/ml, normalgear2.3-4.2; fT4 1.05 ng/dl, normal range 0.89-
1.76) e la tiroide era ecograficamente in sedermale. Gli anticorpi anti-tireoglobulina e anti-TSH
erano negativi escludendo cosi le possibili caugeirmmuni della patologia e anche lo sviluppo
neuromotorio e I'accrescimento somatoponderalecenatia norma.

Si e proceduto successivamente all’analisi moleeoltdei genitori della paziente; la madre é
risultata portatrice della stessa mutazione senmpmndizione di eterozigosi, il padre e risultato
invece omozigote per l'allele wt. Purtroppo non soancora disponibili i dati clinici e le
informazioni sullo stato di funzionalita tiroide&lth madre. L'effetto della mutazione W520X sul
signaling recettoriale e stato oggetto di successini funzionali in vitro.

L’analisi molecolare dei soggetti con ipotiroidisreobclinico ha portato inoltre all'identificazione
di tre nuove variazioni nel gene TSHR: IVS2 -84bg3C IVS9 +3bp A>G e A673D.

Tutte sono state trovate in condizione di eterazig®i tratta di due variazioni introniche e di una
sostituzione missenso che causa la sostituzioamdeloacido alanina in posizione 673 con un
residuo di acido aspartico. E’ localizzata neliseitloop transmembrana del recettore di legame
alle proteine G. L’effetto delle tre nuove variaziculla patogenesi dell’ipotiroidismo subclinico

sara oggetto di successivi studi funzionali.

Studi funzionali W520X: microscopia confocale

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

immunofluorescenza (Figure 7a e 7b). Le celluleossiate trasfettate con la sequenza wild-type del
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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 negatomosstate usate cellule CHO trasfettate con il

solo vettore vuoto (in alto a destra).

7a) cellule CHO non permeabilizzate

La trasfezione con la sequenza TSWR- produce una inten
colorazione sulla superficie cellulare. La presededia mutazion
W520X in condizione di omozigosi riduce notevolme

'espressione del redete sulla superficie cellulare, mentre

condizione di eterozigosi e del tutto paragonadlie forma WT.

8b) cellule CHO permeabilizzate.

In aggiunta alla colorazione visibile sulla supadi cellulare, «
possibile osservare un’addizionale colavae perinucleare. L
presenza della mutazione W520X condizione di eterozigosi nt
influenza il legame dell'anticorpo alla porzione t€minale de

by

recettore; la forma omozigote € invece del tuttoaganabile a

controllo negativo trasfettato con illeovettore vuoto, indicando che

legame dell’anticorpo al recettore € inibito.

Studi funzionali W520X: test di vitalita cellulare

Al fine di quantificare la produzione di secondissaggeri da parte del TSHR si e 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
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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 aggiUN@nar 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 (dati non mosjrati

Studi funzionali W520X : dosaqggio cAMP e IP

Le cellule CHO sono state trasfettate alternativameson la sequenza wild-type e mutata del
TSHR ed é stata quantificata la produzione di séicaressaggeri, sia basale che dopo stimolazione
con TSH. Sono state ricreate le vitro le condizidineterozigosi e di omozigosi per la mutazione
W520X. Si e potuto osservare che la trasfezioneilcegttore pSVL/TSHR induce una produzione
basale di CAMP in assenza dell’agonista, indicamdattivazione costitutiva del recettore.

Una produzione triplicata di CAMP si ottiene inves@po stimolazione con TSH 1 mM (p>0.05).
Le cellule trasfettate con la forma omozigote hanmustrato una produzione ridotta di cAMP
rispetto al wild-type (3.7 £ 0.8 12.5 £ 1.6 pmol/ml; p<0,01), mentre I'eterozigbe mostrato una
produzione intermedia (8.6 £ 1.2 pmol/ml) (FigurA)8In particolare la produzione di cAMP
osservabile in conseguenza dell'attivita basalerdeéttore € paragonabile 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 wild-type. Come atlas@resenza della mutazione W520X in
omozigosi ha mostrato una marcata riduzione neltadyzione di IP in risposta all'agonista
paragonata al wild-type (3.8 £+ 0v819.3 + 2.1 nM; p<0,01); la condizione eterozigotemostrato
una produzione intermedia (9.2 £ 0,8 nM) (Figurg.8Boltre e stato possibile dimostrare che la
considerabile produzione di IP osservata graziattliita basale € completamente abolita in

presenza dei costrutti mutati.

28



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

prodotto dati analoghi per entrambi i pathways.

Figura 8A. Produzione di cCAMP
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Figura 8B. Produzione di IP
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5. Discussione

Nella popolazione pediatrica i dati riguardantipi@valenza delle mutazioni localizzate nel gene
TSHR e l'insorgenza di ipotiroidismo subcinico satoggi limitati e spesso discordanti, variando
dall’ 11 al 40% (629, 30,31).

La grande variabilita fenotipica osservabile inipa# portatori della stessa variazione rende reolt
ancora piu difficile la classificazione clinica.fatti 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).

Nel presente studio sono stati valutati il pattirdistribuzione e il coinvolgimento di determinate
caratteristiche cliniche e parametri biochimicilaglatogenesi dell’'ipotiroidismo subclinico.

Si e potuto osservare che nei pazienti da noi zzetlii livelli di TSH erano significativamente piu
elevati nei soggetti sovrappeso oppure obesi tspetquelli normopeso. La prevalenza della
condizione di sovrappeso ed obesita nella nostolprione era simile a quella riportata in
letteratura nei bambini italiani sani in eta scttas (32). Questi dati sono confermati da studi
disponibili in letteratura (33,34).

Sono stati ipotizzati diversi meccanismi che possspiegare I'innalzamento dei livelli di TSH
nell'obesita; questi includono 'aumento della prene di pro-TRH leptina-mediato (35), un
feedback alterato dovuto a un minor numero di teder3 nell'ipotalamo (36) oppure una
diminuzione nellattivita periferica della deiodsig37).

La scoperta che i livelli di TSH sono piu elevaglliobesita e che la successiva perdita di peso
porta a una diminuzione di questi valori, suppditmtesi che 'aumento di TSH sia un fenomeno
reversibile e sia una conseguenza piuttosto cheaunsa dell’obesita (33).

Nella nostra serie di pazienti e stata trovatatieolina prevalenza di basse stature idiopatiche
superiore a quella normalmente riportata in etagbech (38). Molto probabilmente cio puo essere

dovuto ad un bias di selezione visto che tuttizigati da noi analizzati sono stati reclutati d&ain
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di Endocrinologia italiane dove i bambini afferiscospesso per difetti di crescita. Nonostante cio
non e stata trovata alcuna associazione tra lapzasdi bassa statura idiopatica e 'aumento dei
valori di TSH.

Tutti i soggetti sono stati analizzati dal puntordita molecolare per verificare I'eventuale presen
di variazioni genetiche nel gene TSHR. Queste nmt@ézmostrano una trasmissione di tipo
autosomico dominante, senza evidenze di penetiaoampleta ma con espressivita variabile (20).
Nella nostra serie di pazienti affetti da ipotiisio subclinico sono state identificate tre mutazio
missenso gia note: P162A, D410N e T477I; settegpéizerano portatori delle tre mutazioni in
eterozigosi, e studi funzionali in vitro hanno dstrato che tutte e tre le mutazioni sono
responsabili di una ridotta funzionalita recett@ig23, 26, 27 e 28).

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, oppure coinvolgenti grandi regioni atleé del TSHR, con inibizione totale del
recettore (30).

Un’ipotesi molto accreditata e che la formazionealnplessi tra le forme wild-type e mutate del
recettore sia responsabile della parziale resiat@hZI'SH nei pazienti eterozigoti (25). Inoltre e
stato dimostrato che I'intrappolamento intracelleldel TSHR wild-type, dovuto alla formazione di
oligomeri con le forme mutate del recettore, causaeffetto dominante negativo di queste
mutazioni (8). Queste considerazioni portano atlactusione che la ridotta espressione del TSHR,
osservabile nei pazienti con ipotiroidismo, siangiiparzialmente compensata dall’aumento dei
valori di TSH (29).

Il gene del TSHR €& noto essere altamente polinmriimimerosi polimorfismi sono stati trovati
anche nel nostro gruppo di pazienti e le frequersaervate erano del tutto sovrapponibili a quelle
riportate in letteratura (29,30,31). Anche nei 1d@ividui sani di controllo sono stati trovati vari

polimorfismi gia noti. La frequenza dei polimorfisrosservata era paragonabile a quella dei
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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 coradame 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 inihitdfetto di questa nuova mutazione sul
signaling recettoriale e stato oggetto di studifanali in vitro.

Visto che in letteratura sono state descritte moitgazioni che impediscono 'espressione sulla
superficie cellulare dei recettori accoppiati atpioe G, la corretta espressione in membrana del
TSHR mutato € stata analizzata tramite esperintgntinicroscopia 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 fonailita tiroidea.

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

Caratteristica da sottolineare e che il TSHR hatratts un’attivitd basale costitutiva anche in
assenza dell’'agonista TSH. Questa € una caraittarigica dei recettori accoppiati a proteine G, i
quali riescono ad adottare una conformazione attincdne in assenza del ligando.

La prima evidenza di attivazione costitutiva éastaservata per il recettore degli oppiodi (39¢e p
il B2-adrenoceptor (40); durante gli ultimi anni sonates identificate molte patologie in cui i
recettori accoppiati a proteine G coinvolti mostnay un’aumentata attivita costitutiva paragonata

al wild-type. Le mutazioni coinvolte in questi didmi sono spesso localizzate nel terzo dominio
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citoplasmatico del recettore. E’ stato ipotizzabh® possano esistere siti addizionali coinvolti nel
mantenimento del TSHR in conformazione inattivawppalternativamente, che i livelli di attivita
basale siano influenzati dal vettore e/o dal sisteeilulare (41).

Nella nostra serie di pazienti sono state idemtiicanche tre nuove variazioni: IVS2-84bp C>G,
IVS9 +3bp A>G e A673D. Tutte le variazioni sonoeiterozigosi e il loro significato sara oggetto
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 riciroautazioni nei fattori di trascrizione tiroidei
come TITF-1, PAX-8 e FOXEL, tutti coinvolti nellpsessione del TSHR (42,43).

Mutazioni che possono influenzare i livelli di TShbssono essere inoltre localizzate nel gene
chiamato PDE-8B, il quale codifica per una fosfstkeasi ad alta affinita per il CAMP coinvolta
nel signaling cellulare del TSHR (44). L'eventuaealisi molecolare di questi geni nei nostri
soggetti con causa ignota di ipotiroidismo subcbnpotrebbe spiegare i loro elevati livelli di TSH.

In conclusione i nostri dati dimostrano che la pres di mutazioni nel gene TSHR potrebbe essere
una possibile la causa dell'insorgenza della coadezdi ipotiroidismo subclinico.

Inoltre abbiamo verificato che il prematuro codainstop introdotto dalla mutazione W520X causa
una riduzione dell'espressione del TSHR sulla digercellulare. La conseguenza € una riduzione
del signaling pathway recettoriale; questi dati pgrfano lipotesi che la mutazione W520X

potrebbe essere la causa del pattern ormonalevasseella nostra paziente.
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Parte 2: NUOVA VARIAZIONE FAMILIARE DEL GENE
THRB (1276N) RESPONSABILE DI SINDROME DA
RESISTENZA AGLI ORMONI TIROIDEI (RTH)
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1. Introduzione

Resistenza all'azione degli ormoni tiroidei (RTH)

La resistenza all’azione degli ormoni tiroidei (Résnce to Thyroid Hormone, RTH), descritta per
la prima volta nel 1967 da Samuel Refetoff, & worline endocrinologico caratterizzato da una
ridotta risposta dell’ipofisi e dei tessuti peritral’ormone tiroideo (TH) (1). Diretta conseguen

e che si rendono necessarie concentrazioni piateli ormone tiroideo per produrre una risposta
metabolica da parte dei tessuti target e per soy@pe la secrezione ipofisaria di TSH (2).

La resistenza agli ormoni tiroidei pu0 essere “gelirzata” (forma eu-ipotiroidea), cioé a carico
delle cellule di piu organi, oppure soltanto “imafiia” (forma ipertiroidea), cioe a carico
esclusivamente (o quasi) delle cellule ipofisarie.

Nel caso di resistenza generalizzata agli ormanidei (90% dei casi), il soggetto, pur avendo
concentrazioni sieriche elevate sia di ormoni deoi che di TSH, non lamenta alcuna
sintomatologia da ipertiroidismo perché i tessuaiiiferici sono insensibili all'azione degli ormoni
tiroidei. Nel caso invece della resistenza ipofesagli ormoni tiroidei (8% dei casi), i soggetti
manifestano, sin dall’eta pediatrica, i sintomi iegegni tipici dell'ipertiroidismo. La resistenza
parziale solo periferica & ancor piu rara (< de).2%

| pazienti affetti da RTH sono caratterizzati daveli livelli sierici di tiroxina (fT3) e di
trilodotironina (fT4), in presenza di livelli norrh@ solo leggermente elevati di TSH.

Il risultante fenotipo clinico € estremamente egerteo, possono essere presenti segni o sintomi
tipici dell'ipo o dell'ipertiroidismo, tra cui i pi comuni sono gozzo e tachicardia (2). Sintomi
frequentemente riscontrati nei pazienti sono ieadteficit dell’attenzione con iperattivita (ADHD),
guoziente intellettivo inferiore a 85, difetti delguaggio e bassa statura (2,3).

In alcuni pazienti sono stati descritti inoltretsimi meno comuni tra cui infezioni delle vie aeree
superiori, basso rapporto peso/altezza, perditaudeb ed anomalie cardiache. E’stato dimostrato

inoltre che il genotipo, l'eta, la presenza di faanita materna per patologie tiroidee e il genere
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influenzano il fenotipo. La resistenza da partetdssuti bersaglio € variabile da paziente a p&zien
e coinvolge, in ordine decrescente, ghiandola §aoia, cervello, 0sso, fegato e cuore (4).

La diagnosi di RTH e basata sullosservazione detosii presenti, oppure pud essere
laboratoristica, e quando possibile, confermatasulai genetici. La terapia delle sindromi da
resistenza agli ormoni tiroidei non € necessaria pezienti eutiroidei. Nei pazienti con
ipotiroidismo la terapia si basa invece sulla somstiiazione di ormoni tiroidei (L-T4 o L-T3 0 in
combinazione T4/T3) con dosi che devono esserbraédi e individualizzate sul singolo paziente
sulla base principalmente della risposta clinisallegrado di resistenza ormonale.

Ad oggi questa sindrome € stata descritta in qR@80D pazienti appartenenti a 372 famiglie, con
un’incidenza di 1:40000 nati; nonostante la maggarte delle patologie tiroidee siano piu
frequenti nel genere femminile, la sindrome RTHréspnte con uguale frequente nei due sessi
(5,6).

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
l'insorgenza di RTH. Nel 75-80% dei casi la trassiose si presenta in forma ereditaria-familiare
con trasmissione autosomica dominante (solo in fandglia si € evidenziata una trasmissione

autosomica recessiva) (7).

Recettore dell’ormone tiroideo (BR

Nelluomo esistono due geni differenti che codifioaper il recettore dell’'ormone tiroideo (TR)
chiamati rispettivamente THRA e THRB, e localizzapettivamente sui cromosomi 17 e 3 (7,8).
Il primo codifica per I'isoforma alpha (T&¢ mentre il secondo per l'isoforma beta @FRdel
recettore.

Sebbene entrambi i geni abbiano espressione uhbi@iteé noto che TR € espresso
prevalentemente in cuore, 0sso e cervellof-IRe molto abbondante in fegato, rene e tiroide

mentre TR-2 & espresso solo nell'ipofisi anteriore e in dpge aree dell'ipotalamo; le due
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isoformep differiscono solo nella loro regione N-termina®el().

I 90% dei pazienti affetti da RTH e caratterizzdtdla presenza di mutazioni localizzate nel gene
THRB, e ad oggi ne sono state descritte in letieaapiu di 100. Solo in una famiglia e stata
osservata la delezione completa del gene, inglitéltri casi si tratta di minori alterazioni avdillo

del DNA, quali mutazioni puntiformi (11).

Il gene THRB (locus 3p24.2) codifica per l'isofornteta del recettore nucleare per 'ormone
tiroideo (TR3), una proteina di 52.8 kDa composta da 461 amidbdtrecettore € stato clonato
nel 1986 come omologo cellulare di v-erbA (aviaptlemoblastic leukemia oncogene homolog 2)
(12). TRp appartiene alla superfamiglia di recettori nudlpar fattori di trascrizione che include il
recettore per gli ormoni steroidei, la vitaminal@gcido retinoico, gli acidi grassi e anche alcuni
recettori orfani di cui € ancora ignoto il liganduesti recettori giocano vari ruoli nello sviluppo
nel’'omeostasi, e nell'insorgenza di patologie ie¢c@hseguenza, sono il principale bersaglio dello
sviluppo di nuovi farmaci (13).

TRp agisce come fattore di trascrizione regolato idgndo: lega sia 'ormone T3 che sequenze di
DNA denominate TH-Response Elements (TRES), lozale nella regione del promotore dei geni
target. E' composto da 10 esoni ed e suddivisibil®@ domini funzionali: un dominio N-terminale
di transattivazione, un dominio di legame al DNAB@D) e un dominio C-terminale di legame
all’ormone e sito inoltre di dimerizzazione (LBD).

Il dominio LBD & composto da circa 250 residui eld @egione maggiormente conservata tra i vari
membri della famiglia dei recettori nucleari. Il dmio N-terminale € 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 (13) (Figura 1) .
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Structural Organization of Nuclear Receptors
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Figura 1. Struttura schematica dei recettori nucleari

E’ stato dimostrato che TRe in grado di dimerizzare con il recettore deinatli (RXR) anche se

in particolari contesti € in grado di agire ancbhene monomero; in assenza del ligando pero questi
omodimeri ed eterodimeri sono associati a corepresbe ne silenziano la trascrizione genica. |l
successivo legame dell’ormone d&usa il rilascio dei corepressori e induce inveoeclutamento

di coattivatori, stimolando cosi la trascrizioneiga (14).

Recentemente € stata meglio caratterizzata ungliandi proteine con funzione di corepressori
nucleari chiamati NCoR e SMRT. NCoR € un corepnesgenerico di tutti i recettori nucleari e
SMRT e invece il mediatore per il silenziamentopdate del recettore per 'ormone tiroideo e per i
retinoidi. Questi fattori sono ubiquitari ed espieguindi in tutti i tessuti dei vertebrati, ma eétm

che interagiscono differentemente in base al tipeakttore nucleare che legano. Entrambi sono in
grado di silenziare la trascrizione promuovendo waaformazione chiusa della cromatina
attraverso la deacetilazione degli istoni (15);idone deacetilasi (HDAC), infatti, formano un
complesso con altri repressori, tra cui Sin3, €@ cosi un ruolo chiave nella repressione basale
della trascrizione in assenza del ligando.

Successivamente al legame dell’ormone sono reelutaimodo ligando-dipendente delle proteine
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chiamate coattivatori, che al contrario promuovbattivita trascrizionale. Al momento la funzione
di molte di esse resta pero sconosciuta.

Sono stati isolati due complessi che in misura nwaiggsono coinvolti nell’attivita trascrizionale:
SRC (steroid receptor co-activator complex) e DREAP (vitamin D receptor interacting protein-
TR associated protein compleX)e SRCs (SRC-1, -2 e -3) sono proteine di 160 k&bee si
associano con vari recettori nucleari ormonali, ¢t TRB, incrementando la loro attivita
trascrizionale ligando-dipendente. E’ stata osgarveltre un’interazione con CBP (CREB-binding
protein), il coattivatore per la trascrizione stlata da cAMP, e con le proteine p300 che
interagiscono invece con il coattivatore virale E®dudi recenti hanno dimostrato che il complesso
CBP/p300 puo interagire inoltre con P/CAF (p300/&BBociated factor), I'omologo nei
mammiferi dell’attivatore dei lieviti GCN5 (generantrol non-repressed protein 5) (15).
Similarmente a GCN5, P/CAF possiede un’intrinsetteviga di istone acetiltransferasi (HAT).
P/CAF e CBP interagiscono rispettivamente con i AFBP associated factors) e con la RNA
polimerasi II; quindi P/CAF e CBP sono dotati dipga attivita, agiscono sia come adattatori dei
recettori nucleari per il meccanismo di trascrieidrasale, che come enzimi in grado di modificare

la struttura della cromatina (attivita HAT) (Figuza(15).
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Figura 2. L’interazione alternativa del recettore flRon corepressori e coattivatori regola la
trascrizione genica
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Mutazioni note presenti nel gene del THRB

Dal punto di vista genetico € ormai noto che, nellggior parte dei casi, la sindrome RTH mostra
una trasmissione di tipo autosomico dominanteir@lividui che esprimono un singolo allele wild-
type a causa di una delezione sono quindi normrantre quelli che esprimono un allele mutato
manifestano RTH. La presenza di una mutazioneferisce infatti con la normale funzionalita
recettoriale, un fenomeno conosciuto come effetimidante negativo. Questo spiega perché la
trasmissione della sindrome € dominante se dovildapaesenza di mutazioni e recessiva nei

soggetti con una delezione del gene THRB (15) (Ri@).
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Figura 3. Effetto dominante negativo delle mutazioni

Tutte le mutazioni note sono state identificate a@hinio di legame del ligando, e in particolare
nei residui 310-353 (cluster 1), 429-461 (clusjee234-282 (cluster 3).

E’ stato dimostrato che le mutazioni localizzate clusters 1 e 2 impediscono il legame
dellormone tiroideo direttamente: aumentano lasaisazione di T3 dal suo sito di legame,

inibiscono la formazione di eterodimeri o, seletthente, inibiscono il legame dei coattivatori. Le
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mutazioni nel cluster 3, invece, alterano la funaida recettoriale indirettamente attraverso un
difettivo rilascio dei corepressori (14-18).

II fenomeno dell’effetto dominante negativo necesdgiella preservazione dell’instaurarsi del
legame al DNA e della possibilita del recettordadimare eterodimeri, ed € per questo motivo che
nessuna mutazione € mai stata identificata nejjiome di legame al DNA. Tutte le mutazioni note
sono infatti localizzate negli ultimi 4 esoni delng e cioé nel sito di legame dell’ormone (19).

Dal punto di vista clinico il fenotipo conseguenita presenza di RTH e variabile, sia in famiglie
diverse affette dalla stessa mutazione che in medetia stessa famiglia con la stessa mutazione.
La maggior parte delle mutazioni inoltre & presenteterozigosi e i sintomi clinici sono quindi
piuttosto lievi.

In letteratura un solo paziente nato da genitomsemguinei € stato descritto come portatore di una
mutazione in omozigosi ed € morto all’'eta di 7 prgando un quadro clinico complesso e valori
decisamente elevati sia di ormoni tiroidei che @HT (20). Esiste un altro caso descritto in
letteratura con severa RTH a causa della presenzanal mutazione nel gene THRB, in
combinazione alla completa delezione del seconiéteall fenotipo risultante €& piuttosto grave e
comprende scarso sviluppo intellettuale, tachieardidifetti sia visivi che uditivi, probabilmente
dovuti all’effetto dominante negativo della mutamo 1280S, e allassenza di un recettore
funzionale (21).

Solo nel 10% dei casi i pazienti con quadro clirtipeco del’lRTH non presentano mutazioni nel
gene THRB. Il fenotipo clinico risultante e indigguibile da quello dei portatori di mutazioni;
fattore distintivo e tuttavia un’aumentata inciderdella patologia nel genere femminile rispetto ai
maschi (2.5:1), e I'elevata prevalenza inoltre asicsporadici. Ipotesi accreditata € che possano
essere coinvolti dei difetti a livello dei corepes, dei coattivatori, 0 nelle proteine di tragpor
degli ormoni tiroidei, oppure che la mancata regiolae dei loro prodotti sia responsabile del
fenotipo osservato. In supporto di questa teorre siati studiati topi knock-out per il coattivagor

SRC-1 e si é potuto osservare che questi topi ptas&no una forma moderata di RTH (22).
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Ad oggi una sola mutazione € stata identificatd’usgho nell'isoforma alpha del recettore per
'ormone tiroideo. In una bambina di 6 anni di ang europea, € stata infatti identificata la
mutazione de novo E403X in eterozigosi, la cui @nes inibisce I'azione del recettore wild-type in
modo dominante negativo; la paziente presentavassici segni di ipotiroidismo, quali ritardo di
crescita, ritardo di sviluppo, displasia dello dele e una severa costipazione. Questi dati
confermano I'esistenza anche di una forma di reiszst all’'ormone tiroideo THRA-mediata, e che
'ormone svolge la sua azione tramite diversi dgitali recettori in base al differente tessutatr

(23).
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2. Scopo del lavoro

Lo scopo del presente studio é stato analizzagruppo di pazienti caratterizzati da elevati valori
di ormoni tiroidei (fT3 e fT4), in presenza di valmormali o solo leggermente elevati di TSH;
guesto caratteristico pattern ormonale suggerivarégenza di sindrome di resistenza all’azione
degli ormoni tiroidei (RTH).

Aspetto da sottolineare € che la maggior partepagienti € afferita presso I’Ambulatorio di
Endocrinologia per altre patologie, quali scardacita di crescita, eccesso ponderale oppure per la
presenza di un nodo tiroideo.

In considerazione poi dell’elevata incidenza diutisi cognitivi e del linguaggio che sono stati in
letteratura associati al’lRTH abbiamo inoltre s&leato inoltre un gruppo di pazienti affetti da
dislessia per valutare la relazione esistentertreoni tiroidei e tale patologia.

La dislessia (developmental dyslexia o DD) e unudm specifico dell'apprendimento (DSA);
studi di linkage hanno permesso di identificare arosi loci localizzati all'interno del genoma
umano candidati come possibili geni di suscettiilier questa patologia.

La principale caratteristica di questo disturbche mteressa uno specifico dominio di abilita come
lettura, scrittura oppure calcolo, lasciando imtaitt funzionamento intellettivo generale. Cio
significa che per avere una diagnosi di dislessidgambino non deve presentare: deficit di
intelligenza, problemi ambientali o psicologicifid& sensoriali 0 neurologici.

Tale disturbo € determinato da un'alterazione r®olmgica che caratterizza i disturbi
dell'apprendimento, cioé da una disfunzione nelziomamento di alcune cellule deputate al
riconoscimento delle lettere, delle parole e ded kignificato. Purtroppo in Italia la dislessip@&co
conosciuta, benché si calcoli che riguardi il 5%adpopolazione scolastica.

In caso di diagnosi di sindrome da resistenza @gtoni tiroidei in presenza di dislessia, sarebbe
ipotizzabile un tentativo terapeutico con ormomeidieo, che potrebbe avere effetti positivi sulla
dislessia stessa, come suggerito da studi precemertotti su soggetti affetti contemporaneamente

da sindrome da resistenza agli ormoni tiroideistudbo da iperattivita e deficit di attenzionecin
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la liotironina (L-T3) ad alto dosaggio ha avutoedtif benefici sugli aspetti dell'iperattivita e
dell'impulsivita.

In tutti i pazienti con sospetto di RTH reclutatstata condotta la diagnosi molecolare volta ad
individuare la presenza di variazioni genetichegezle del recettore dell’'ormone tiroideo (THRB),
riconosciuta come la causa piu frequente dell'igeoza della sindrome RTH.

L’analisi si € concentrata sul dominio di legamkoahone tiroideo (LBD), codificato dagli esoni
7-10 del gene. La presenza di eventuali mutaziehigene THRB potrebbe quindi spiegare gli

elevati livelli di T3 osservati nei nostri pazienti
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3. Materiali e metodi

Selezione dei pazienti

Per il nostro studio sono stati reclutati 38 pazi€tl maschi / 17 femmine), provenienti da diversi
centri italiani e che presentavano valori persigi@ente elevati di ormoni tiroidei, nonostante
valori normo-elevati di TSH. | range di normali@nsiderati nel nostro studio sono i seguenti:

e TSH 0,450-3,50QUl/ml

o T32.3-4.2 pg/ml

» T4 0.89-1.76 ng/dl
Il protocollo oggetto dello studio € stato approvdal comitato etico locale e il consenso informato
e stato firmato da ogni paziente o dai relativiitpen
E’ interessante notare che la maggior parte deyedtigsono stati reclutati dal nostro ambulatorio
per motivi differenti dal sospetto di sindrome RTBI:soggetti sono stati visitati per scarso
accrescimento, 2 per eccesso ponderale e 3 peesanza di nodo tiroideo. In particolare in due
pazienti con nodo tiroideo e stata rilevata anehgrésenza di timo ectopico.
Dal punto di vista neurocognitivo la sindrome ddiditedi attenzione con iperattivita (ADHD) é
stata riscontrata in 3 soggetti mentre in un atiaso e stato possibile osservare la presenza di
ritardo cognitivo in combinazione con epilessia. 8glgi siamo riusciti ad includere nel nostro
studio inoltre 12 pazienti affetti da dislessiao$prettiva futura sara comunque I'ampliamento di

guesta casistica.

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 fianafiagti sono state amplificate tramite PCR. La
reazione e stata eseguita in un volume finale duBQtilizzando 100 ng di DNA genomico e la

polimerasi AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Fastaty, CA).
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Le condizioni di reazione sono le seguenti: deraione iniziale a 95°C per 10 minuti, 35 cicli con
95°C per 307, annealing a 55°C per 30" ed estems@ry2°C per 30", seguiti da un’estensione
finale di 5 minuti a 72°C. Le sequenze dei primgiszzati e le dimensioni dei frammenti di PCR

sono mostrate in tabella 1.

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 confrontatin la sequenza di riferimento wild-type

(NM_000461) e poi allineati utilizzando softwarsgnibili in rete.

o . Dimensione del prodotto
Esone Sequenza dei primers (5'- 3) di PCR (bp)

7 CAGTGGTCCCACTCCTGAGGC 358
CCAGTGTTTTCTACCTCAATTT

8 GTTCAGAAGATGATTTTCTGC 309
CAGTTTCCAGGAATACTGGGT

9 CACAGAAGGTTATTCCTATTGC 395
GTTAGTGGGCATCCAAAGAG

10 AGGCCTGGAATTGGACAAAGC 344

ACTGACTGAATTCATTCTCATAATTCC

Tabella 1.Sequenza dei primers e dimensione dei frammeiRCdR utilizzati per I'analisi
molecolare.
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4. Risultati

Analisi molecolare del gene THRB

Tutti i soggetti (n=38) inclusi nello studio sontats sottoposti ad analisi molecolare del gene
THRB. Sono stati identificati nei nostri paziemg polimorfismi di singolo nucleotide (SNP) noti le

cui frequenze sono riportate in tabella 2:

SNP Allele 1 Allele 2
C T
F245F
(rs3752874) 85,5 14,5
A T
IVS8-65bp
(rs2278802) 88,1 11,9
G A
IVS9+9bp
(rs13063628) 96,1 3,9

Tabella 2. SNP presenti nella nostra serie di pazienti d@lkele 1 indica I'allele piu frequente
nella popolazione, mentre l'allele 2 quello merexfrente.

Nel gene THRB sono state identificate tre mutazioigsenso gia note: A234T, R438H e P453A.
Tutte le mutazioni sono state trovate in condizidneterozigosi e sono localizzate nella regione C-
terminale del recettore, rispettivamente nel ciudte 2 del dominio di legame del ligando (LBD).
Studi precedenti hanno dimostrato I'associaziomerge tra le mutazioni A234T, R438H e P453A
e linsorgenza della forma generalizzata di resistieagli ormoni tiroidei; infatti queste varianti
causano un difettivo rilascio dei corepressori,zaeimterferire pero con il legame dellormone al
recettore.

La mutazione A234T e stata identificata in due @atzj ed € causata dalla sostituzione G700A
(GCC—ACC) nell'esone 7 del gene; I'aminoacido alaningasizione 234 viene cosi sostituito da
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un residuo di treonina. Le forme recettoriali mathanno mantenuto in vitro la capacita di legare
ad alta affinitd numerosi TH-response elements @REaffinita per 'ormone T3 e pero tre volte
ridotta, indicando che la regione cerniera del ttece € fondamentale per il riconoscimento del
ligando (24)

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). E’ stato dimostrato che le forme mutandintengono inalterata la loro capacita di legare
il corepressore NCoOR; la sua successiva dissotiez&il reclutamento invece del coattivatore
SRC-1 sono pero inibiti dalla presenza della motaz;j € stato possibile osservare inoltre che le
forme mutanti legano in quantita ridotta I'ormonmitleo in presenza del complesso recettore-
DNA, nonostante la normale attivita di binding dstrata in soluzione. Altri studi hanno constatato
anche una difettiva transattivazione del recettame i TRES, se non a concentrazioni di ormone
veramente elevate (25).

In una paziente é stata trovata la sostituzione5C&3(CCT->GCT) nell’esone 10 del gene, che
causa la comparsa di un residuo di alanina in o®z453 in sostituzione di un residuo di prolina
(P453A). La presenza di questa mutazione ridudéniga del recettore per 'ormone T3 del 17%
rispetto alla forma wild-type (26).

Tutti questi studi in vitro confermano che le mibaz A234T, R438H e P453A sono quindi causali
della presenza della RTH nei nostri pazienti.

Nessuna mutazione € stata per ora identificatgpagienti affetti da dislessia; in un soggetto era
presente il polimorfismo rs3752874 che causa lditee®ne sinonima F245F, mentre in due
soggetti era presente il polimorfismo rs13063628imi&one 9. E’ da sottolineare che é necessario
un ampliamento della nostra casistica di pazieistessici per valutare I'effettivo coinvolgimento
del gene THRB in questa patologia. Tutti i soggeffietti da dislessia presentavano invece
positivita per gli autoanticorpi tiroidei ed anckele aspetto necessitera di ampliamento della

casistica.
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Nuova variazione identificata: 1276N

Una bambina di 3 anni e giunta all’osservazione qparso accrescimento. La paziente era nata
pretermine a 35 settimane di gestazione da gemitoriconsanguinei; alla nascita il peso e I'altezza
erano appropriati per I'eta gestazionale, il valdrelfSH era nei limiti allo screening neonatale.e
nessun ingrossamento della ghiandola tiroidea esibile. Dai primi mesi di vita mostrava pero
scarsa crescita staturo-ponderale.

Alla prima visita la bambina presentava peso ausdasul 6° percentile, -1.7 DS rispetto al target
parentale e tiroide non palpabile. Il TSH era mmitl (3.335 pUIl/ml; range di normalita 0,450-
3,500uUl/ml) con fT3 e fT4 aumentati (7.10 pg/ml e 2.3fdl; range di normalita 2.3-4.2 pg/ml e
0.89-1.76 ng/dl, rispettivamente). Gli anticorpitigmoglobulina e anti-TSH erano negativi, con
solo leggermente elevati livelli di anticorpi atiteoperossidasi (70lU/ml, range di normalita 0-60
IU/ml). La valutazione neuropsichiatrica ha mostrain normale sviluppo cognitivo e del
linguaggio e un adeguato livello di attenzione roemtrazione.

Nel sospetto di RTH e stata eseguita I'analisi mwalre del gene THRB, che ha evidenziato la
presenza di una nuova variazione missenso in égesiznell’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 dada presentava da anni una storia di alterata
funzione tiroidea senza chiara definizione diagoastdall’eta di 25 anni erano presenti sintomi di
ipertiroidismo quali tachicardia, diarrea, gozzalovi di fT3 e di fT4 aumentati (5.5 pg/ml e 1.90
ng/dl, rispettivamente) nonostante valori di TSHaneorma (3,47QlIU/ml).

E’ interessante notare nella madre la presenzagltiyita per quanto riguarda gli anticorpi anti-
tireoperossidasi e anti-tireoglobulina (890 e 33l rispettivamente), mentre i livelli di anticaorp
anti-TSH erano invece nella norma. Il quadro edograe citologico era suggestivo per tiroidite

linfocitaria e la paziente era stata trattata catimmazolo per un breve periodo senza trarne pero
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particolari benefici clinici.
In seqguito alla precedente diagnosi nella bambamahe la madre e stata sottoposta ad indagine

genetica con riscontro della presenza della stemsazione 1276N in eterozigosi.

FC CATTTTACAAAAAT CANCACAC CAGCAATTA
150 160 170

LT qu T

T

Figura 4. Elettroferogramma della nuova variazione identtad@ 76N nell’esone 8 del gene
THRB. Sia la paziente che la madre sono eterozigeitéa mutazione

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.fhcrc.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;

2) PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/ppbnsidera invece alcuni parametri e la struttura
tridimensionale delle proteine.

Dai risultati prodotti attraverso I'analisi infortiea € emerso che l'introduzione dell’aminoacido
asparagina al posto del residuo di isoleucina ételedb e non tollerata dalla struttura del recettar
reale coinvolgimento nella patogenesi della RTH gaygetto di successivi studi funzionali in vitro
al fine di caratterizzate I'effetto della mutazid2&6N sull’interazione con le proteine con funzaon

di corepressori e/o coattivatori.
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5. Discussione

La sindrome da resistenza all’azione degli ormonidei (RTH), e caratterizzata da elevati livelli
di ormoni tiroidei in presenza di valori normo-edivdi 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 puo essere molto eterogene@eave dal subclinico al sintomatico. La maggior
parte dei pazienti € priva di anomalie clinichestwiche la resistenza osservata € compensata dagli
elevati livelli di ormoni tiroidei. In alcuni soggei sintomi dell’eccesso di ormone tiroideo passo
comunque variare in relazione al grado variabileailnvolgimento dei differenti tessuti (2).

Studi precedenti hanno dimostrato che nei paziefiétti da RTH €& possibile osservare una
maggiore incidenza di gozzo, tachicardia, defieit’ditenzione (ADHD), IQ inferiore a 85, difetti
del linguaggio e bassa statura (4).

E’ ormai noto che nel 90% dei casi i pazienti affda RTH presentano mutazioni nell'isoforma
beta del gene che codifica per il recettore detione tiroideo (THRB), localizzato sul cromosoma
3. Il quadro clinico di RTH puo variare in basetiglb o alla localizzazione della mutazione, ai
livelli di espressione tissutale delle isoformeettariali oppure in base alla possibile presenza di
meccanismi compensatori o altri difetti geneti@genti (7).

Tranne in rare eccezioni la sindrome e ereditataecautosomica dominante; la presenza di un
allele mutato interferisce tuttavia con la funziiadell’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 mutar@sentano RTH (15).

Le mutazioni descritte in letteratura sono localteznel dominio del recettore deputato al legame
all’ormone e sono in grado di alterare la normalezfonalita recettoriale tramite vari meccanismi:
inibendo il legame di T3 o dei coattivatori, iniloenla formazione di eterodimeri oppure agiscono
indirettamente attraverso un difettivo rilascio clarepressori (14-18).

In due dei nostri pazienti e stata trovata la matez gia descritta in letteratura A234T. Entrambi i
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soggetti sono portatori della variazione in etegogi. La mutazione e localizzata nel cluster 3 del
dominio di legame del ligando (LBD) del recettog&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 corefmes ed attivare cosi la trascrizione genica. heolt
stato osservato che tale sostituzione causa amthedebole diminuzione del legame di T3 al
recettore (24). Dal punto di vista neurologicorinm soggetto € risultato essere affetto inoltre da
sindrome da deficit dell’attenzione con iperatBv\{fEADHD) in combinazione con dislessia, mentre
il secondo soggetto presentava ritardo cognitiveegitessia. Questi dati confermano il quadro di
grande variabilita fenotipica a cui € associatd FR4).

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 ladimostrato che il recettore mutato non € piu in
grado di legare 'ormone e non riesce a dimerizzamgettamente con il recettore per I'acido
retinoico (25). Fenotipicamente uno dei due fratth inoltre caratterizzato da scarso rendimento
scolastico e dalla presenza di timo ectopico; eérgstsante notare che per entrambi il motivo della
prima visita era la presenza di un nodo tiroidesmontrato peraltro anche in un altro fratello priv
di mutazioni nel gene THRB, ma con timo ectopicoe§li dati confermano la grande variabilita
fenotipica riscontrabile anche all’interno dellasga famiglia.

La terza mutazione gia nota, P453A, e stata trowataa paziente con sospetto di RTH; anche
guesta paziente era portatrice della variazioneetgrozigosi ma al momento non si hanno
informazioni sulla presenza o meno di disturbi ¢tvgn Studi precedenti hanno dimostrato che la
presenza della mutazione P453A riduce significatimate I'affinita del recettore per 'ormone T3
(26).

Tutti questi studi in vitro confermano che le mudaz A234T, R438H e P453A, identificate nei

nostri paziente possano essere effettivamente Icdedia presenza della RTH nei nostri pazienti.
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In una bambina e nella madre € stata identifiataulbva variazione 1276N nell’esone 8 del gene.
La bambina e stata visitata la prima volta per staaccrescimento, ma dal punto di vista
biochimico erano presenti valori elevati di fT3 B4f Dall’lanamnesi familiare € emerso che la
madre presentava dall’eta di 25 anni una storaltdrata funzione tiroidea, con tachicardia, diarre
e gozzo (non presenti nella bambina), fT3 ed fTsentati, TSH nella norma, anticorpi anti-
tireoglobulina e anti-tireoperossidasi positiviaguo ecografico e citologico suggestivo per tirnaidi
linfocitaria. La madre era stata trattata in passain metimazolo e sottoposta ad un esame
scintigrafico nel dubbio di una hashitossicosi. Ppahto di visto genetico la madre presentava la
stessa variazione 1276N in eterozigosi.

L’associazione tra RTH e tiroidite autoimmune e gfidta descritta precedentemente (27). Ipotesi
accreditata € che la stimolazione cronica tipicdRIEH attivi i linfociti intra-tiroidei a produrre
citochine pro-inflammatorie come TNF-alpha, le gqualrtano alla distruzione delle cellule tiroidee
attraverso il legame al loro recettore nei tirdp@t potrebbe inoltre avere un effetto indiretto
attraverso il potenziamento della formazione dicampi o di linfociti T citotossici (28).

Anche I'associazione con malattie autoimmuni tie@cpotrebbe portare alla diagnosi di RTH. La
presenza di tiroiditi autoimmuni e il conseguenémmb alla ghiandola tiroidea potrebbero inoltre
ridurre i livelli sierici di ormoni tiroidei, mas@&nando cosi i tratti tipici della sindrome RTH.

In conclusione i nostri dati dimostrano che la pres di mutazioni nel gene THRB potrebbe essere
una possibile la causa dell'insorgenza della coodezdi resistenza all’azione degli ormoni tiroidei
(RTH).

Si suggerisce inoltre di valutare la diagnosi dHRN presenza di ormoni tiroidei aumentati e TSH
non soppresso, anche in assenza di segni o sirgioacifici di ipo- o iper-funzione tiroidea o in
presenza di tiroidite cronica. La valutazione geaepuo coadiuvare nella diagnosi, in particolare

in casi con pregressi errori diagnostici. Il fepotpuo variare con I'eta e tra i soggetti.
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Subclinical Hypothyroidism in Children and
Adolescents: A Wide Range of Clinical, Biochemical,
and Genetic Factors Involved
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Objective: The aim of the study was te examine clinical characteristics, biochemical parameters,
and TSH-R gene variations in children and adolescents with subclinical hypothyroidism (SH) in
order to evaluate their pattern of distribution in SH.

Patlents: We enrolled 88 patients, each having at least two TSH measurements above the
upper limit of the reference range with normal free thyroid hormones and negative thyroid
autoantibodies.

Maln Qutcome Measures: Clinical characteristics included height, weight, family history of thyroid
diseases, thyroid volume, and echogenicity at ultrasonography. Biochemical parameters included
TSH, free thyroid hormones, thyroid auteantibodies, and adjusted daily urinary iodine excretion
(UIE). Genetic variations in the TSH-R gene were assessed.

Results: The prevalence of overweight/obesity, positive family history of thyroid diseases, and
thyroid hypoechogenicity was 28.4, 45.5, and 22.7%, respectively. Median TSH was higher in over-
weight/obese patients than in normal-weight ones (7.4 vs. 5.7 plU/ml; P= 0.04) and in overweight/
obese patients with hypoechogenicity than in those with normal ultrasound pattern (8.5 vs. 6.8
wlU/ml; P = 0.04). Adjusted daily UIE was lower in subjects without than in those with a positive
family history of thyroid diseases (81 vs. 120 pg/d; P = 0.001). The prevalence of a positive family
history of thyroid diseases was 1.9-fold higher in patients with nonsynonymous mutations in the
TSH-R gene than in patients without any mutation (80 vs. 429%; P = 0.03). A novel mutation at
position 1559 in exon 10 (\W520X) was detected in one child.

Conclusions: Overweight/obesity, thyroid hypoechogenicity, and nonsynonymeous mutations in
the TSH-R gene are characterizing features of a large portion of SH children. (J Clfn Endocrinol
Metab 94: 2414-2420, 2009)
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ubclinical hypothyroidism {SH) is defined as a serum TSH
S concentration above the statistically defined upper limit of
the reference range when serum free T, (fT4) concentration is
within its reference range (1). SH is a common disorder with a
prevalence of 1-10% in the adult population in most com-
munity-based studies (2). For the pediatric population, SH
prevalence seems to be slightly lower than 2%, although ep-
idemiological studies concerning childhood and adolescence
are lacking (3, 4).

The diagnosis of SH is determined mainly by laboratory eval-
uations because it has been observed that most patients exhibit
few or no signs or symptoms of thyroid dysfunction. Many stud-
ies suggest that some patients do indeed have clinical, biochem-
ical, or functional manifestations of mild thyroid failure that are
more frequent than in age-matched controls ( 5). The most com-
mon clinical sign is goiter, reported to be twice as prevalent as
observed in the general population (6). The abnormalities most
frequently associated in the pediatric population are weight gain,
increased cholesterol levels, impaired growth velocity, anemia,
sleepiness, weakness, and impaired psychomotor and cognitive
development (4, 7). Many thvroidal and nonthyroidal diseases
have been shown to be also associated with the pathogenesis of
SH; often, however, no overt causes are detected to define a
condition of idiopathic SH (8). Among the thyroidal causes, the
most frequent are iodine deficiency, Hashimoto’s thyroiditis,
and the overtreatment of Graves’ disease. Nonthyroidal causes
include diabetes mellitus, cystic fibrosis, celiac disease, and
chronic renal failure (6).

Mutarions in genes encoding proteins involved in the TSH
pathwayv have been demonstrated to be responsible of SH (9-
13). TSH exerts its activity by binding to the extracellular do-
main of TSH recepror (TSH-R), a G protein-coupled seven-trans-
membrane domain receptor located in the basolateral membrane
of thyroid follicular cells. Some loss of function murarions, which
may interfere with the normal recepror funcrion leading to SH,
have been identified in the TSH-R gene. The human TSH-R
gene is located on chromosome 14q31 and encodes a protein
of 764 amino acids. The gene is comprised of 10 exons, with
the first nine encoding the extracellular domain and the large
exon 10 encoding the transmembrane domain and the cyto-
plasmic tail {10).

In the present studv, we evaluared a series of children and
adolescents with a slight to moderate elevation of circulating
TSH, normal free thyroid hormone levels, and negative thyroid
autoantibodies. In these children, we examined clinical charac-
teristics, biochemical parameters, and TSH-R gene variations to
evaluate their pattern of distriburion and involvement in SH.

Subjects and Methods

Study subjects

Between January 2007 and June 2008 we evaluated children and
adolescents referred to the Endocrinology Units of 20 Italian Pediatric
Departments for SH. Eighty-cight children and adolescents (45 males, 43
females; median age, 8.2 yr; range, 1-18 vr),cach havingar least two TSH
measurements above the upper limit of the reference range with normal
free Ty (fT3) and fT4 levels and whose parents consented to the study,
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were enrolled. Of the 88 patients, 28 were preschool age (1-5.9 yr) and
60 were school age (6-18 yr). Exclusion criteria were: positvity for
thyroperoxidase antibodies (TPO-Ab) or thyroglobulin antibodics
(Tg-Ab), false positivity to neonatal screening for hypothyroidism,
thyroid-related discases, and any chronic nonthyroidal illness.

Clinical characteristics and biochemical parameters were recorded
for each child. Clinical characteristics included sex, age, height, weight,
pubertal status, family history of thyroid diseases, presence of goiter at
palpation, and thyroid volume and echogenicity at ultrasonography
(US). Biochemical parameters included TSH, fT3, fT4, and adjusted daily
urinary iodine excretion (UIE).

The study protocol was approved by each local ethical committee,
and an informed consent was obtained from all patients’ parents.

Clinical characteristics

Height was measured with a standard laboratory stadiometer
{Holtain, Wales, UK) to the nearest (.5 cm during maximal expiration.
Toallow the comparison between different ages and genders, height was
cxpressed as 3D score (SDS) according to Italian cross-scctional 2006
growth charts (14). Idiopathic short stature is defined auxologically by
a height below —2 5D5 without findings of discase as evident from a
complete evaluation of a pediatric endocrinologist, including stimulat-
ed-GH levels. Weight was measured to the nearest 100 g on electronic
scales with subjects wearing light indoor clothing, Overweight and obe-
sity were defined by body mass index (BMI) according to Italian cross-
sectional 2006 growth charts, Age-and gender-specific values of median,
coefficient of variation, and skewness of the curve distribution of BMI 1n
Box-Cox power transformation were used to caleulate BMI z-score for
cach subject (14). Pubertal stages were determined by visual inspection
using Tanner’s criteria.

Thyroid volume and morphology

At palpation, goiter was defined according to the World Health Or-
ganization criteria. At US, thyroid size and morphelogy were evaluated
using a high-resolution 7.5-MHz lincar transduccr, with the subjects
sitting and their necks slightly extended.

The volume (milliliters) of each lobe of the thyroid gland was calcu-
lated using the formula: 0.479 » depth % length * width. Thyroid
volume was defined as enlarged according to the reference values for sex
and body surface arca (15). Body surface area (square meters) was cal-
culated by using the formula: weight®** 3 height™ ™ % 71.84 x 107%,

Thyroid tissue echogenicity was evaluated in a longitudinal scan of
the thyreid lobes by a standardized comparison with the echogenicity of
the adjacent muscles: sternohyoideus, sternothyroideus, and sternoclei-
domastoideus. Echogenicity was catcgorized as normal, decreased, or
increased when compared with muscles.

Biochemical parameters

Thyroid dysfunction was assessed by measuring serum concentra-
tions of TSH, fT3, and fT4. Thyroid autoimmunec status was cvaluated
through TPO-Ab and Tg-Ab antibody measurements. Serum TSH, £T3,
T4, TPO-Ab, and Tg-Ab levels were assessed by direct chemilumines-
cent technology with acridinium ester as a label and paramagnetic par-
ticles as a solid phase (Advia Centaur CP Immunoassay System; Siemens
Healthcare Diagnostics, Decrfield, IL). Sensitvity was 0,019 plU/ml for
TSH, 0.2 pg/ml for £T3, 0.1 ng/dl for fT4, 25 IU/ml for TPO-Ab, and 30
[U/ml for Tg-Ab assay. Reference values for TSH were 0.35-4.5 plUiml,
for fT3 they were 2.3-4.2 pg/ml, and for fT4 they were 0.89-1.76 ng/dl.
TPO-Aband Tg-Abrtiters higher than 60 1U0/ml were considered positive.
For cach child having at least two TSH measurements above the upper
limit of the reference range, TSH levels were reported as the mean of all
measurements performed in the same patient on different occasions.

In 59 of 88 subjects, spot morning wrine samples were collected for
the determination of UIE and creatinine. UIE was determined by Sandell-
Kolthotf method after perchloric acid digestion with a sensitivity of §
pelliter. Urinary creatinine was determined by Jaffe method using Advia
2400 Chemistry System (Siemens Healthcare Diagnostics), and its ref-
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TABLE 1. Primer sequence of each PCR fragment with corresponding size, annealing temperatures, and dHPLC partial

denaturing temperatures

Exon Primer sequence (5 — 3') PCR product size (bp) PCR annealing temperature (C) dHPLC temperature (C)
1 F-cctctttttococtictoca 400 60-50 (TD) 62.1
R-ccagagatcaagggeatctgeag 60.1
) F-tggttctttggtatgttigttgs 344 51 53.4
R-acttgcataaatcaatggcag 51.4
3 F-gcagaatccatgagggttgt 301 51 56.1
R-caatgggagctogtttct 541
4 F-ggtaccctgtggcgtaaatg 330 51 56.2
R-atggtgtatagcctgggteg 54.2
5 F-ttgtcttcagaacccatgett 335 60-50(TD) 547
R-cactggcatgaagtaaggca 52.7
6 F-ctgctgcagaaggaaageat 227 60-50 (TD) 57.1
R-tccaagagecatactgoctt 55.1
7 F-gcaccacttctcaccagtca 352 51 58.8
R-tctecctggtgtytgtgtotgtgtgt 56.8
8 F-gtgctcaagecagaagaaga 357 51 543
R-gttgctgtctcgggtaaagg 52.3
[¢] F-tcatctcocaattaacctcagg 410 60-50 (TD) 588
R-gtggagaggaaattggaage 56.8
104 F-gcctggeactgactctttte 419 51 58.7
R-tcctgagaattgtggtgtggt 56.7
10B F-gttcaacccgtatgaagaca 445 60-50 (TD) 60.9
R-gtttgctgcttccticteg 58.9
10C F-ctggtatgccatcaccttcg 433 60-50 (TD) 59.2
R-agcaactccaaaatcttgcta 57.2
10D F-tctgaacaagectctcatca 447 60-50(TD) 56.9
R-gacacccccaacacataget 549

F, Forward primer; R, reverse primer; TO, touchdown PCR.

crence values were 25-300 mg/dl. UIE in casual urine samples does not
give a precise measure of iodine excretion in single individuals due to the
large interindividual variations in daily urinary volume, with 24-h urinc
samples difficult to collect particularly in young children. Therefore, we
uscd age- and sex-adjusted UlE/creatinine ratios, which come closcr to
the true 24-h iodine excretion if nutrition 1s adequate (16). Daily 1odine
excretion from age- and sex-adjusted 1odinc/creatinine ratio was cal-
culated for cach subject using the following formula: adjusted daily
UIE = UIE { pgfliter )/[creatinine (gfliter expected daily creatinine ex-
cretion (g/d)] (16).

The expected daily creatinine excretion of cach subject was caleulared
as a function of age, scx, race, and morphometry by the “smoothed” set
of equations suggested by Mage et al. (17).

Molecular analysis of TSH-R gene

The 10 TSH-R coding exonsand their flanking intronic regions were
amplificd by PCR from genomic DNA cxtracted from peripheral blood
leukocytes using the salting-out method. Exon 10 was subdivided into
four overlapping fragmentsthat encompassed the entire length. The PCR
amplification was performed in 30 pl final volume with 100 ng of
genomic DNA and AmpliTaq Gold (Applied BioSystems, Foster Ciry,
CA). Primer sequences and PCR temperatures are shown in Table 1. The
resulting PCR products were visualized on a 2% agarose gel before de-
naturing HPLC (dHPLC) analysis. The dHPLC analysis of cach ampli-
fied sample was performed using a wave DNA fragment analysis system
{Transgenomic, Omaha, INE) at two different temperatures (Table 1). A
total of 10 pl of each amplified sample was mixed with an equal volume
of wild-type (wt) sample that was obtained using the same conditions of
amplification. Positive samples obtained by dHPLC analysis were used
as the template for direct sequencing via the Big-Dye terminator cycle
sequencing reaction kit (Applicd BioSystems) and ABI 3100 automated
sequencer.

Statistical analysis

Because the clinical and biochemical variables analyzed were not
normally distributed (i.e. all values were skewed toward low values,
cxcept for fT3 and T4 levels being skewed toward high values), all
analyses were performed by nonparametric tests, and their values were
expressed as median and interquartile range (IQR). Comparisons be-
tween groups were performed using the x* test, Fisher test, Mann-Whit-
ney U test, and Kruskal-Wallis ANOVA test, where appropriate. Rela-
tionships between continuous variables were evaluated by Spearman
rank order corrclation. TSH cutoff in overweightfobesity status was
identified by receiver operating characteristic curve and Youden index.
Multiple regression models were used to determine the independent con-
tribution of cach potential predictive variable on TSH and adjusted daily
UIE levels, as determined from univariate analysis. For this purpose, two
different general stepwise regression models were applied, using the first
TSHvaluesasthe dependentvariable and age and overweight/obesity status
as independent vanables. In the second, adjusted daily UIE values were
applied as the dependent variable and age and positive family history of
thyroid discascs as independent variables. The B cocfficient [95% confi-
dence interval (CI)] for each significant independent variable was reported
according to sigma-restricted parameterization. Statistical analysis was per-
formed with STATISTICA softwarc v.6.1 (Statsoft Inc., Tulsa, OK).

Results

Clinical characteristics and biochemical parameters
Clinical characteristics and biochemical paramerters of 88
children and adolescents with SH are summarized in Table 2. In
our series of patients, 10 were overweight (11.4%) and 15 obese
{17%), accounting for a prevalence of overweight/obesity of
28.4%. Seventeen parients showed idiopathic short stature
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TABLE 2. Clinical characteristics and biochemical parameters
in our series (n = 88)

Normal
Median IQR Range range
Clinical characteristics
BMI z-score 015 —06E-0.90 -221-2.54
Height 505 0.20 —1.45-1.11  -378-339
Biochemical
parameters
TEH (lliml) B 5.2-1.8 46-20.2 03545
T3 (padmly 36 3539 3.1-441 1.3-42
114 (ng/dl) 1.3 1.1-14 0.9-1.6 0.89-1.76
Adjusted daily 98 BE-137 19-542
UIE (uafdy®

2 Adjusted daily UIE was detemnined in 59 of 85 children (67% ).

(19.3% ). Almost half ofthe patientshad a positive family history
of thyroid diseases within the second degree of relationship
(45.5%). US diagnosed eight parients with a reduced thyroid
volume and eight with a thyroid enlargement, with five of the
latter (62.5%) presenting goiter at palpation, too. The extent of
thyroid enlargement ar US was 5-20% of the normal value upper
limit. At US examination, a hypoechogenic patrern was found in
20 patients (22.7%), all the others displaying a normal echo-
pattern. The prevalence of hypoechogenic partern was higher in
overweight/obese children than in normal-weight children, al-
though not significantly (32 vs. 19%; P = 0.3).

In all subjects, median (IQR) TSH levels were 6.1 (5.2-7.8)
wIU/ml, with higher values in preschool-age children than
school-age children [7.1 (5.5-8.6) vs. 5.9 (5.2-7.4) ulUiml; P =
0.04]. Median TSH was significantly higher in overweight/obese
patients than in normal-weight ones [7.4 (6.0-8.3) vs. 5.7 (5.2—
7.7) plUiml; P = 0.04]. In 56 % of overweight/obese and in 30%
of normal-weight patients, TSH levels were higher than 7 uIUfml
(P = 0.04; ¥* test). TSH levels did not vary according to the
presence of idiopathic short stature or to a positive familv history
of thyroid diseases. No difference in TSH values was found
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among subjects with reduced, normal, or enlarged thyroid vol-
ume at US. On the contrary, median TSH levels tended to be
higher in patients with hvpoechogenicity ar thyroid US than in
these with normal ultrasound pattern [7.6(5.5-8.9) vs. 6.0 (5.2—
74) plU/mly P = 0.06] (Fig. 1). This increase in TSH values was
statistically significant when we analyzed only overweight/obese
patients [8.5 (6.8-9.2) vs. 6.8 (6.0-7.4) pIUWiml; P = 0.04]. Mul-
tiple regression analysis showed thar both younger age (8 =
—0.30; 95% CI = —0.51/—-0.08; P = 0.008) and overweight/
obesity status (8 = 0.22; 95% CI = 0.06/0.37; P = 0.01) inde-
pendently contributed to increased TSH levels (multiple R =
0.31; P = 0.02).

Median adjusted daily UIE was 98 (66—137) pg/d, with no
difference between normal-weight and overweight/obese pa-
tients. Adjusred daily UIE was positively correlated with age (r =
0.30; I = 0.02), whereas no correlation was found with TSH
values. Adjusted daily UIE did not vary according to the presence
of thyroid enlargement and hypoechogenicity at US. On the con-
trary, adjusted daily UIE was significantly lower in subjects with-
out than in those with a positive tamily history of thyroid diseases
[81 (50-106) vs. 120 (84-164) pg/d; P = 0.001]. Multiple re-
gression analysis showed thar only a negative family history of
thyroid diseases (B = 0.35; 95% CI = 0.09/0.60; P = 0.001)
contributed to decreased adjusred dailv UIE values, whereas age
did not (muldiple R = 0.41; P = 0.004).

Puberty was present in 19 adolescents {21.6%) and did nor
influence either TSH or adjusted daily UIE values.

Molecular analysis of TSH-R gene

Known variations

In our series of subjects, we identified in the TSH-R gene a
total of 19 known variations using direct sequencing: six missense
and three synenymous mutations, one insertion, one deletion, and
eight polymorphisms. The number of subjects (%) carrying each
variation is shown in Table 3. On the whole, we
found 10 subjects carrving eight nonsynony-

11
B yes mous mutations where the effect on TSH-R
2 e signaling pathwav had previously been ex-
= plained by funcrional studies. Each mutation
T ez p=0.08 g0 was found in heterozygous stare, with C415
2 o e —_ —_— present in three siblings. Allelic frequencies of
each polvmorphism are shown in Table 4.
= & The prevalence of positive family history
5 5 of thyroid diseases was 1.9-fold higher in pa-
= . tients with a nonsynonymous mutation in the
% 7 TSH-R gene than in patients withour any de-
tecred mutation (80 vs, 42%; P = 0.03, Fisher
8 e = . . test). No rellatic-nship was found between the
. presence of nonsynonymeus mutations or
. —l_ J_ : l polymorphisms and adjusted daily UIE.
Novel TSH-R mutation
4

avenweightiobesity hypoechogenicity at LIS

FIG. 1. T5H levels according to the presence of overweight/cbesity, positive family histery of thyroid
diseases, and hypoechogenicity at thyraid US. Data are represented as median (poing), interquartile range

{hos), and 10th-90th percentiles (whiskers).

family history of thyrosd diseases

Sequencing of the complete coding region
of the TSH-R gene revealed the presence of a
novel mutation (TGG — TAG) ar position
1559 in exon 10 in one child (Fig. 2). Both the
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TABLE 3. Number of children (%) with known mutations or
pelymorphisms in our series (n = 88)

Variations withart wtfvar varivar

Missense mutations

C415 85 (96.6) 334 0

R1090 87 (98.9) 1(1.1) 0

Pla2a 87 (98.9) 1(1.1) 0

D403N 87 (08.9) 1(1.1) 0

W4RaR 87 (08.9) 1(1.1) 0

MS27T 87 (98.9) 1(1.1) 0
Frarmeshift mutations

123-124 insTGCA 87 (98.9) 1(1.1) 0

555-561delTATTCTT 87 (98.9) 1(1.1) 0
Synonymous mutations

P119p 87 (98.9) 1(1.1) 0

245G 86 (97.7) 2(2.3) 0

A450A 87 (08.9) 1(1.1) 0
Palyrnorphisms

pP277° 87 (98.9) 1(1.1) 0

PE2T (rs 2234919) 81 (92) 7(8) 0

W51 + B3 (rs 2239610) 68 (77.3) 19021.6) 1(1.1)

[WS1-80 (rs 17111401) 83 (04 3) 5(5.7) 0

IVSE + 13 (rs 2241119) 74 (84) 14 (1&) 0

N187N (rs 2075179) 74 (B4) 14 (16) 0

[CT], microsatellite 40 (45 5) 30(34) 18 (20.5)

{rs 10651555)
D727E(rs 1991517) 74 (B4) 14(16) 0

witfwt, Children homozygous for the wt allele; wifvar, children heterozvgous for
the variation; varivar, children homozygous for the variation.

2 The P27T variant was considered a polymonphism because it was reported not
to play a functional role in SH (23},

proband and her mother were heterozygous for the mutarion,
whereas her father was homozygous for the wr allele. In the
proband, mean TSH was 8.9 ulU/ml. At present, no data are
available regarding the thyroid function of her mother. The mu-
tation resulted in the substitution of trvprophan to a stop codon
(W520X) and is located in the third rransmembrane domain of
the TSH-R. W520X led to a premature rruncation of TSH-R

mRNA synthesis and is proposed to be a nonsynonymous mu-

TABLE 4. Allelic frequencies of polymorphisms in our series

Polymorphisms wt (%) wvar (%)

P27T £ A

09 .4 0.6
PS2T (rs 22234919) A C

96.0 4.0
VST + 62 (rs 2239610) G C

83.1 11.9
IVS1-80 (rs 17111401) T A

97.2 2.8
IWS6 + 13 (rs 2241119) it ]

92.0 8.0
MN1BTN (rs 2075179) T C

02.0 g.0
[T, microsatellite irs 10651555) [CTk [CT],; and [CT]s

62.5 0.6 and 36.9
D727E (rs 1991517) C G

02.0 8.0

wi, Wild-type allele stands for the more frequent allele; var, vanant allele stands
for the less frequent allele.
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CCIGGAGCGCTHGTATGCCATC

FIG. 2. Direct sequencing of the TSH-R gene showing a novel mutation 1559
G — & at position 520 in exon 10, The proband and her mother were
heterozygous for the mutation,

tarion, with its porential SH-causing role to be assessed in future
functional studies.

Discussion

In the present study, we analvzed clinical characteristics, bio-
chemical parameters, and TSH-R gene variations in a series of
children and adolescents with a slight to moderate elevation of
circulating TSH, normal free thyroid hormone levels, and neg-
ative thyroid autoantibodies to evaluate their pattern of distri-
bution and involvement in SH.

Clinical and biochemical factors

The prevalence of averweight/obesity in our population was
similar to that reported in healthy Iralian school-age children
{18). In our SH patients, TSH levels were significantly higher in
overweight/obese subjects than in normal-weight ones. These
dara are widely confirmed by many studies performed in obese,
overweight, and normal-weight children ( 19, 20). Several mech-
anisms leading ro increased TSH levels in obesity have been hy-
pothesized, including increased leptin-mediated production of
pro-TRH(21),impaired feedback due toa lowered number of T,
receptors in the hypothalamus (22), and a decrease in peripheral
deiodinase activity (23). Despite the uncertainty regarding the
underlying mechanism, the findings that TSH levelsare increased
in obese subjects and thar weight loss leads to decreased TSH
levels support the hypothesis that a TSH increase in obese sub-
jects is reversible and seems to be a consequence rather than a
cause of obesity (19).

In our series of subjects, we found a higher prevalence of
idiopathic short stature than thar reported for pediatric age (24).
This is most likely due to a selection bias because all subjects
enrolled were recruited in Endocrinology Unirs where patients
are often referred for growth impairment. We found no associ-
ation between the presence of idiopathic short stature and the
degree of the increase in serum TSH levels or the presence of
increased thyvroid volume and hypoechogenicity at US. The re-
lationship between thyroid failure and growth is still controver-
sial: overt hypothyroidism is certainty known to be one of the
potential causes of shorr stature in children, but only a prelim-
inary study investigated the effect of SH on growth, showing an
increased growth velocity in L-thyroxine-treated children (25).
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The increased thyroid volume observed by US in eight pa-
tients may be the result of compensatory hyperplasia secondary
to the increased TSH level. On the other hand, the reduced vol-
ume in eight patients may be a sign of mild congenital hypoplasia,
resulting in slightly lower thyroid hormone production, with a
chronic stimulation of TSH secretion. However, no correlarion
was found berween thyreid velume and TSH levels, suggesting
that volume variations are not necessarily associated to an in-
crease in TSH. In five of the eight patients with enlarged thyroid
volume, the enlargement was also detectable ar palpation. The
rate of detectability of goiter at palpation was low (62.5%),
suggesting that this technique is not reliable for the diagnosis of
thyroid enlargement in children.

Our analysis of thyroid pattern at US showed that TSH levels
tended to be higher in the 20 patients with hypoechogenicity. The
association between decreased thyroid echogenicity and overt
hypothyroidism is well known. Hypoechogenicity has also been
demonstrated in SH, where TSH elevation may be an early sign
of thyroid failure (26). Indeed, a 3-yr follow-up study examining
apparently healthy subjects belonging ro the hospital staff found
that none of the subjects who developed thvroid dysfunction had
a normal thyroid echogenicity at enrollment (27). This suggests
that hypoechogenicity may be an early marker of thyroid im-
pairment. In particular, it could be hypothesized thar the hypo-
echogenic and irregular US pattern we observed in 20 patients
may be the early result of a seronegarive thyroiditis, where ul-
trasound alterations precede the generation of antithyroid anti-
bodies, as reported in previous studies (27, 28). Moreover, a
possible explanation for thyroid hypoechogenicity ar US ob-
served in 32% of our overweight/obese SH children could be the
existence ot a low-grade inflammation, a known characteristic of
obesity (29). In obesity, it is well recognized that adipose tissue
secretes inflammatory cyvtokines and that some of these, like
TNF-a, IL-1, and IL-6 are secreted into the general circulation
associating to systemic symptoms (30). These cytokines have
been proven to inhibit sodium iodide symporter mRNA expres-
sion and iodide uptake activity in human and FRTL-5 ratthyroid
cells (31}, playing a role in the compensatory raise in TSH levels
observed in abese subjects. Moreover, inflammatory cytokines
may induce vasodilatation and increase permeability of thyvroid
vessels with subsequent plasma exudation and parenchyma im-
bibition that might explain hypoechogenicity at ultrasound.
However, a limitation of our study is that fine-needle aspiration
cytology was not performed in our patients, and therefore cyto-
logical evidence of signs of local inflammation could not be
assessed.

The link between SH and iodine deficiency is well-known,
and UIE determination is an established indicator of iodine in-
take, where a median dailv UIE lower than 100 pg is suggestive
ofiodine deficiency (32 ). In our series, median adjusted daily UIE
was 81 pg in children with a negative family history of thyroid
diseases, standing for mild iodine deficiency, whereas it was 120
g in children with a positive family history of thyroid diseases,
standing for sufficient iodine intake. Therefore, mild iodine de-
ficiency may be observed in SH children, especially in the absence
of a genetic background of thyroid diseases, even if the exact
significance of this association remains to be claritied.

jecem.endojournals.org 2419

Genetic factors

Loss of function murtations interfere with normal receptor
function and can affect a variety of loci in the TSH-R gene (10).
Inheritance of TSH-R resistance follows an autosomal dominant
pattern without evidence for incomplete penetrance, vet expres-
sivity is variable (33). The recent finding that TSHR, like other
G protein-coupled receptors, can oligomerize in living cells led ta
the hypothesis that the formation of complexes between wild-
type and mutant receptors may be responsible for partial TSH
resistance in parients with heterozygous TSH-R mutations (34).
In our series of subjects, we detected eight known nonsynony-
mous mutations in the heterozygous state, which was previously
demonstrared to lead to a loss of function of the THS-R {11-13,
35). The P27T variant, found in only one child, was not reported
to play a functional role and was considered a polymorphism
(35). In one child and her mother, we identified the novel vari-
ation W320X in the heterozvgous state. Its functional signifi-
cance will be assessed in further investigations, although its caus-
ative role in TSH resistance may be proposed because W520X
leads to a premarure stop-codon in exon 10 resulting in a TSH-R
mRNA truncation. In TSH-R gene, many polymorphisms have
been described, eight of which were identified in our SH patients
with a frequency similar to that reported in previous studies (36,
37). The TSH levels may also be influenced by mutations and
polymorphisms in other genes, such as thyroid transcription fac-
tors TITF-1, PAX-8, and FOXE1, which reduce the expression
of TSH-R (38), or PDE-8B, which encodes a high-affinity cAMP-
specific phosphodiesterase involved in TSH-R signaling pathway
(39). Studies of these genes in our SH children and adolescents
mav further elucidate the increase in their TSH levels.

Conclusions
In summary.

e

in the analysis of the distribution of clinical
characteristics, biochemical parameters, and TSH-R gene vari-
ations in our series of SH children and adolescents, we found that
overweight/obese starus, hyvpoechogenicity at US, and nonsyn-
onymous mutations in TSH-R gene are characterizing features of
alarge portion of SH children. Moreover, reduced adjusted daily
UIE levels were observed in the absence of a positive family his-
tory of thyroid diseases. Further investigations involving fine-
needle aspiration cytology for the detection of seronegative au-
toimmune thyroiditis, UIE determination on multiple 24-h urine
samples for a more accurate assessment of individual iodine in-
take, and the molecular analysis of alternate genes involved in the
modulation of TSH levels may betrer clarify the pathogenesis of

SH in childhood.
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Abstract:

Background: Resistance to thyroid hormone (RTH) is a2 dominantly
inherited syndrome characterized by reduced organ responsiveness to
thyroid hormone, with elevated thyroid hormone levels and unsuppressed
TSH concentrations, and a widely varable clinical phenotype. RTH is most
frequently caused by point mutations in the thyroid hormone receptor beta
gene (THREB). We report the case of a child and her mather with different
clinical signs in presence of high thyroid hormone and normal TSH levels
with positive anti-thyroid antibodies, both carrving a novel variation of
THRE.

Patient findings: & 3-vear-old qgirl presented to cur Pediatric Endocrinoleay
Unit with statural and ponderal growth retardation since the first months of
life and biochemical findings of elevated thyroid hormone levels with
unsuppressed TSH, in presence of an unusual positivity to anti-
thyroperoxidase antibodies for age. Molecular analysis of THRE gene
identified a2 novel missense variation in exon 8 in the heterozygous state
(1276N]. The child’s mother, a 42-year-cld women, reported from 25-vears
of age a history of tachycardia, high stool frequency and goiter, elevated
fT3 and fT4 with normal TSH, increased levels of anti-thyroperoxidase and
anti-thyroalobulin antibodies and a thyroid ultrasound and cytological
pattern suggestive for lymphocytic thyroiditis. The same THRE variation
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was identified also in the mather in the heterozygous state.

Summary: We described the caze of a child and her mother affected by
RTH presenting with different clinical phenotype even if they carried an
identical novel THRE missense variation, In both of them RTH was
aszociated with the presence of anti-thyroid antibodies,

Conclusions: RTH should be suspected every time elevated thyroid
hormones and unsuppressed TSH are found, independently of the clinical
phenotype, even in association with an autoimmune thyroiditis.
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Abstract

Background: Resistance to thyroid hormone (RTH) is a dominantly inherited syndrome
characterized by reduced organ responsiveness to thyroid hormone, with elevated thyroid hormone
levels and unsuppressed TSH concentrations, and a widely variable clinical phenotype. RTH is
most frequently caused by point mutations in the thyroid hormone receptor beta gene (THRB). We
report the case of a child and her mother with different clinical signs in presence of high thyroid
hormone and normal TSH levels with positive anti-thyroid antibodies, both carrying a novel
variation of THRB.

Patient findings: A 3-year-old girl presented to our Pediatric Endocrinology Unit with statural and
ponderal growth retardation since the first months of life and biochemical findings of elevated
thyroid hormone levels with unsuppressed TSH. in presence of an unusual positivity to anti-
thyroperoxidase antibodies for age. Molecular analysis of THRB gene identified a novel missense
variation in exon 8 in the heterozygous state (I276N). The child's mother, a 42-year-old women,
reported from 25-years of age a history of tachycardia, high stool frequency and goiter, elevated T3
and fT4 with normal TSH, increased levels of anti-thyroperoxidase and anti-thyroglobulin
antibodies and a thyroid ultrasound and cytelogical pattern suggestive for lymphocytic thyroiditis.
The same THRB variation was identified also in the mother in the heterozygous state.

Summary: We described the case of a child and her mother affected by RTH presenting with
different clinical phenotype even if they carried an identical novel THRB missense variation. [n
both of them RTH was asseciated with the presence of anti-thyroid antibodies.

Conclusions: RTH should be suspected every time elevated thyreid hormenes and unsuppressed
TSH are found, independently of the clinical phenotype, even in association with an autoimmune

thyroiditis.
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Introduction

Resistance to thyroid hormene (RTH) or, broadly speaking a reduced sensitivity to thyroid
hormone, is a syndrome characterized by reduced organ responsiveness to thyroid hormone, first
identified in 1967 by Samuel Refetoff (1). This syndrome has been described up to now in
approximately 2.000 patients belonging te 372 families with an estimated incidence of 1:40,000 live
births (2-4).

The first recognized and meost frequent defect which causes RTH involves the thyroid hormone
receptor beta gene (THRB) located on chromesome 3 (5). Thyreid hormone receptor (TR) is a
member of the steroid/thyreid hormone rece ptor superfamily, that regulates the expression of many
target genes through its ability to bind to thyroid hormone response elements. 1t is composed of 3
functional demains, an amino-terminal transactivation domain, a DNA binding domain and a
carboxyl-terminal ligand-binding and dimerization domain (6). Up until now, over 100 mutations of
the THEB have been identified (7), most of them clustering in the ligand-binding domain of the
receptor (8). In the majority of families, the syndrome is transmitted in an autosomal dominant
manner. Hormonal findings vary widely in patients with RTH, with the most typical pattern being
an elevated serum free T4 (fT4) concentration in association with non-suppressed TSH, usually
accompanied by high serum levels of free T3 (fT3). Characteristic of the RTH syndrome is the
paucity of specific clinical manifestations with considerable inter-individual variation and
heterogeneous phenotype (2.3). Presenting symptoms and signs are reported to be goiter,
hyperactive behaviour, speech impediment, developmental delay, an I} less than 85, short stature

and growth retardation, hearing loss and sinus tachycardia (9).

Methods
Molecular analysis of THRB gene
Informed consent to perform genetic testing was obtained. Genomic DNA from the patients was

isolated from peripheral bloed using a commercial kit (QlAamp DNA Mini Kit, (Yiagen, Hilden,

[Py
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Germany). Exons 7 through 10 and their flanking intronic regions were amplified by PCR using
specific primer sequences flanking all coding exons (10). The PCR amplification was performed in
30 pl final volume with 100 ng of genomic DNA and AmpliTaq Gold (Applied BioSystems, Foster
City, U.S.A.). The reaction conditions were an initial denaturation at 95°C for 10 min, 35 cycles tor
30s at 95°C, annealing at 55°C for 30s and an extension at 72°C for 30s, followed by terminal
extension at 72°C for 5 min. The resulting PCR products were visualized on a 2% agarose gel prior
to direct sequencing using the Big-Dye terminator cycle sequencing reaction kit (Applied

BioSystems, Foster City, CA).

Patients

Patienr |

In January 2011 a 3-year old female was referred to our Pediatric Endocrinolegy Unit for an
evaluation of growth impairment. She was born preterm, at 35 weeks gestation, from unrelated
parents. At birth her weight and length were appropriate for gestational age. No enlargement of the
thyroid gland was noted at birth. She had normal TSH levels at the newborn screening. Following
the first months of life she showed statural and ponderal growth retardation. The parents reported
no appetite loss, no stool frequency ancmalies, no abdominal pain. At first auxological and
endecrinological evaluation, her weight and height were on the 6th percentile for sex and age, -1.7
SD} her target according to her parents height. She was prepubertal. No thyroid enlargement was
detected by palpation. Her general physical examination was normal. Her blood pressure was
100/65 mmHg (83" and 93" centile for age and height, respectively) and pulse rate was 110 bpm,
appropriate for age. She had negative serology for celiac disease, normal creatinine value, no
anomalies at hemocrome and urine analyses, no glycemic disorders and normal IGF-1 levels. Her
thyroid hormone profile showed nermal TSH levels (3.335 pIU/ml, normal range 0.450-3.500) with
elevated fT3 (7.10 pg/ml normal range 2.3-4.2) and T4 levels (2.32 ng/dl. normal range 0.89-

1.76). Anti-thyroglobulin antibodies and anti-TSH antibodies were negative, with slightly elevated

4
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anti-thyroperoxidase antibodies (70 IU/ml, normal range 0-60). The same thyroid hormene profile
was confirmed at a further determination one month later. Ultrasonographic examination showed no
alteration of the thyroid gland. The child underwent a neuropsychiatric evaluation showing normal
cognitive development, good speech abilities, adequate attention and concentration power. With the
hypothesis being RTH syndrome, a molecular analysis for THRE gene mutation was performed.
We identified a novel missense variation in exon 8 in the heterozy gous state, for the transition T to
A at nucleotide 827 resulting in a Isoleucine to Asparagine substitution at codon 276 (I276N: figure

L)

Patienr 2

The second patient was the child’s mother, a 42-year old woman, who reporied during the
daughter's evaluation a personal history of altered thyroid function with no previous clear
diagnostic definition. From 25-years of age, she reported signs of hyperthyroidism such as
tachycardia and high stool frequency, goiter, elevated T3 and T4 with normal TSH, increased
levels of anti-thyroperoxidase and anti-thyroglobulin antibodies with normal anti-TSH antibody
levels. A thyroid ultrasound and cytological pattern suggestive for lymphocytic thyroiditis was
reported and treated with metimazole for short perieds with partial clinical benefits.

Al the time of her daughter’s evaluation at our Pediatric Endocrinology Unit, the mother was not
taking any drugs. Her blood pressure was [20/70 mmHg, pulse rate was 125 bpm and regular, body
temperature 36.9 “C, weight 70 kg and height 159 cm (body mass index: 27.7 kgfmzj_ Physical
examination revealed a normal thyroid gland velume without palpable nodules and no proptosis.
Renal and hepatic function tests, electrolvtes, lipid profile. hemocoagulative paramelters and
electrocardiography were normal. Serum thyroid function tests showed elevated fT3 levels (5.5
pe/ml, normal range 2.3-4.2) and slightly elevated fT4 levels (1.90 ng/dl, normal range 0.89-1.76)
with an vpper normal TSH value (3.470 plU/mL, normal range (.450-3.500) and positive anti-

thyroperoxidase (890 IU/ml, range 0-60) and anti-thyroglobulin antibodies (334 IU/ml, range 0-60).

5
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Due to the identification of a novel variation in THRB gene in her daughter, the mother underwent
a molecular analysis for THRB gene mutation. The same I276N variation was identified in the

mather in the heterozygous state (figure 1)

Discussion

RTH is a syndrome characterized by elevated thyroid hormone levels and failure to suppress
pituitary TSH secretion with variable refractoriness to hormone action in peripheral tissues resulting
in heterogeneous clinical expression, ranging from subclinical to highly symptomatic. Most affected
subjects are euthyroid without clinical abnormalities, because RTH is compensated by high thyroid
hormone levels. In other patients, signs of thyroid hormone deficiency and excess may coexist
depending on the variable degree of involvement and resistance of different tissues (2). The
presenting signs from the two patients described herein, confirm the extreme variability of RTH
clinical expression. We observed growth retardation from birth in the child and signs of
hyperthy roidism such as goiter, tachycardia and diarrhoea, signs which appeared in early adulthood
for the mother. A possible explanation for the different phenotype in the child and her mother may
be their different age. Indeed, it has been previously reported the presence of a temporal variation in
the clinical expression of the same patient, as tissues may change their involvement with time {3.7).
Moreover, signs and symptoms may vary in different patients of the same kindred harbouring the
same mutation, possibly due to the various levels of expression of wild type and mutant receptors in
each person and in each particular tissue (11). In addition, the genetic variability of factors that
contribute to the action of thyroid hormone, such as variations in the interactions of the mutant TR
with the normal TR-beta, TR-alpha and nuclear stabilization factors (12-14).

An infrequent characteristic observed in both the mother and her daughter, was the presence of
thyroid-stimulating antibodies, An association of RTH and avtoimmune thyroiditis has been
previously reported (13,15-25). In a recent report, Chiesa ef al. described six children from five

unrelated families with a molecular diagnesis of RTH and found that thyroid antibodies were

6

79



]

ed

present initially in two of the subjects and became positive in an additional two subjects during the
follow-up (26). Although the asscciation could be coincidental due to the prevalence of
autoimmune thyroid disease in the adult population, it is to our knowledge that the presence of
thyroid antibodies is extremely rare in children as young as which we have described. In a large
cohort of 660 children from iodide-sufficient areas, anti-thyroperoxidase antibodies were found in
22 subjects with a median age 12 years, with one being 2 years of age and all the others 7 years or
older (27). Moreover, it has been repormed that thyroid antibody positivity in children is
significantly associated with maternal auteimmunity but its development in girls usually emerges at
puberty (28). Therefore, in our patients more than a casual association between RTH and
autoimmune thyroiditis may be proposed. Gavin er al (20} suggested that chronic TSH stimulation
in RTH activates intra-thyroidal lvmphocytes to produce the pro-inflammatory cytokine TNF-alpha,
leading to thyroid cell destruction by binding to its receptors on thyrocytes, or indirectly by
potentiating antibedy formation or cytotoxic T lymphocyte production. Recently Barkof er al. (21}
demonstrated a role for autoimmunity in RTH. involving the stimulation of the immune system at
the level of TR-alpha.

In our two patients, the diagnosis of RTH was supported by the identification of a nowvel
heterozygous variation at residue 276 (I276N) in exon 8 of the THRB gene. It is well known that
about 90% of RTH patients carry THRB gene mutations (29) mainly inherited in an autosomal
dominant manner. Most recognized mutations exhibit a dominant-negative effect as the presence of
a defective allele interferes with the function of the wild type receptor. Therefore, individuals
expressing a single wild type allele due to the deletion of one allele are normal, whereas those
expressing a mutant allele have RTH. This explains why inheritance of RTH is dominant when
caused by a mutant allele and recessive in subjects with a THRB gene deletion (30). Our I276N
variation is located in cluster 3 (residue 234-282) of the ligand-binding domain and could impair
receptor function indirectly by defective corepressor release (31). Most of the disease-causing

mutations are clustered in the ligand-binding demain of the receptor (32) because a dominant-
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negative effect requires the preservation of DNA-binding and heterodimerization functions in

mutant receptors (33). We used bicinformatics tools (SIFT hitp:y/blocks. there. org/sift/SIFT. himl,

PelyPhen hup://genetics.bwh.harvard. edu/pph/) to predict [276N substitution effects on protein

structure and function and it resulted in the possible disruption of the ligand binding domain of the
receptor. Its actual RTH-causing role will be assessed in future investigations.

In conclusion, an association with an autcimmune thyreid disease may delay a RTH diagnosis.
However, RTH has to be suspected every time elevated thyroid hormone levels are found with un-
suppressed TSH, even in presence of thyroid antibodies. In such patients, molecular analyses should
be performed to identify the presence of THRB gene variations, thus confirming an RTH diagnosis

and avoiding useless and potentially harmful treatments.
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Figure legend
Figure 1. Direct sequencing of the THRB gene showing a novel variation 827 T—A at position 276

in exon 8 The proband and her mother were heterozygous for the variation.
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Figure 1. Direct sequencing of the THRE gene showing a nove! variation 827 T—A at position 276 in exon 8.
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