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1. Introduzione 

Asse ipotalamo-ipofisario 

La tiroide è una ghiandola endocrina, di tipo follicolare ed è localizzata nella regione anteriore del 

collo; essa produce due ormoni, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), che agiscono come regolatori 

della crescita e del metabolismo, e secerne inoltre un altro ormone, la calcitonina, la quale è 

coinvolta nella regolazione del calcio (1). La secrezione e la sintesi degli ormoni tiroidei sono 

controllate da due ghiandole situate nell'area cerebrale: l'ipofisi e l'ipotalamo.  

L’ipofisi produce la tireotropina, nota anche con la sigla TSH (thyroid-stimulating hormone), la 

quale esercitando un’azione trofica sulle cellule follicolari della tiroide incrementa la produzione 

degli ormoni T3 e T4. L'ipotalamo, a sua volta, influisce sulla regolazione del TSH tramite la 

produzione dell’ormone liberante la tireotropina, noto anche con la sigla TRH (thyrotropin-

releasing hormone). Questa regolazione è nota con il nome di asse ipotalamo-ipofisario (Figura 1).  

La tireotropina è una glicoproteina prodotta dall’ipofisi anteriore ed è composta da due subunità 

proteiche, alfa e beta, che unite formano l'ormone vero e proprio; la subunità alfa è del tutto simile a 

quella di altre tropine ipofisarie (FSH, LH, HCG), mentre la subunità beta è diversa per ciascuno di 

queste molecole conferendo loro la specificità biologica (1).  

 

Figura 1. Asse ipotalamo-ipofisario e sua regolazione. 
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Gli ormoni tiroidei sono prodotti a partire dall’aminoacido tirosina ed esercitano diversi effetti sulla 

differenziazione, sulla crescita e sul metabolismo grazie all’interazione con i loro recettori nucleari. 

La tirosina necessaria alla sintesi è ricavata dalla degradazione della tireoglobulina. 

La tireoglobulina è una glicoproteina dimerica di 660kDa, sintetizzata dai tireociti, cioè dalle cellule 

epiteliali che rivestono i follicoli tiroidei ed è la componente principale della sostanza colloide che 

si trova nel lume follicolare. Sulla membrana apicale del tireocita l’enzima tireoperossidasi (TPO), 

attraverso il meccanismo della perossidazione, catalizza l’organificazione dello iodio presente nei 

residui tirosinici della tireoglobulina; i residui di tirosina vengono così iodurati a formare 3-

monoiodotirosina (MIT) e 3,5-diiodotirosina (DIT).  Lo iodio necessario alla reazione viene 

trasportato all'interno del tireocita grazie all'azione di un simporto sodio-iodio localizzato sulla 

membrana delle cellule della tiroide (Na+-I- Symporter). Un residuo di MIT e uno di DIT per 

condensazione formeranno all'interno del lume follicolare 3,5,3'-triiodotironina (T3) mentre due 

residui di DIT daranno origine ad una molecola di tiroxina (T4) (2).  

Esiste un raffinato meccanismo di controllo retroattivo tra la produzione di TSH e la produzione di 

ormoni tiroidei: questi ultimi, al crescere della loro concentrazione, inibiscono il TSH che pertanto 

cessa di stimolarne la produzione consentendone un abbassamento in circolo; bassi livelli, d'altra 

parte, stimolano la produzione di TSH che, stimolando la tiroide, riporta i livelli degli ormoni 

tiroidei ai valori normali. Il ruolo del TSH è quindi sostanzialmente quello di regolare la 

proliferazione delle cellule della tiroide e mantenere nei livelli fisiologici i livelli degli ormoni 

tiroidei (Figura 1).  

Deficienze nella produzione o nell’attività degli ormoni tiroidei portano ad ipotiroidismo, una delle 

più frequenti disfunzioni ormonali riscontrabile in età pediatrica; l’ipotiroidismo è classificabile 

come terziario se ipotalamico, secondario se ipofisario oppure primario se tiroideo (3). 
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Ipotiroidismo subclinico 

Le patologie a carico della tiroide sono molte e dovute a diverse cause. Di nostro interesse in questo 

studio è la condizione denominata ipotiroidismo subclinico idiopatico, cioè un disordine 

caratterizzato da una elevata concentrazione sierica di TSH associata a valori di ormoni tiroidei 

nella norma (3).  

L’ipotiroidismo subclinico ha una prevalenza nella popolazione adulta dell’1-10% mentre i dati 

sulla prevalenza in età pediatrica sono limitati e spesso discordanti (4,5,6).  

Sebbene nella maggior parte dei casi la patologia rimanga stabile nel tempo (70-80% a 10 anni), è 

ormai noto che in una piccola percentuale di casi l’ipotiroidismo può regredire; spesso 

l’ipotiroidismo subclinico può purtroppo però anche evolvere in ipotiroidismo conclamato, anche se 

tale complicazione è però molto più frequente nelle forme autoimmuni. 

La diagnosi di ipotiroidismo subclinico è determinata solitamente da analisi effettuate in laboratorio 

in quanto in genere i pazienti sono asintomatici e non manifestano segni o sintomi di disfunzionalità 

tiroidea. Il principale segno clinico rilevabile nei pazienti è il gozzo, doppiamente frequente nei 

soggetti ipotiroidei rispetto alla popolazione normale (3); sintomi frequentemente associati sono 

anche l’aumento di peso, livelli elevati di colesterolo, scarsa velocità di crescita, anemia, 

sonnolenza, debolezza e scarso sviluppo psicomotorio e cognitivo (7).  

Molte patologie sia tiroidee che extra-tiroidee sono associabili alla patogenesi di ipotiroidismo 

subclinico; tra quelle correlabili alla tiroide le più frequenti sono la carenza iodica, la tiroidite di 

Hashimoto e il morbo di Graves mentre le extratiroidee comprendono il diabete mellito, la fibrosi 

cistica, il morbo celiaco e l’insufficienza renale cronica (3).  

La terapia esistente è a base di somministrazioni di L-tiroxina, ma considerato che nel 40% dei casi 

i livelli di TSH scendono a livelli normali spontaneamente esistono pareri contrastanti sulla 

necessità di trattamento (8).  

In letteratura è stato ampiamente dimostrato il coinvolgimento di una componente genetica 

responsabile dell’insorgenza dell’ipotiroidismo subclinico; in particolare è stata notata la  relazione 



 8 

esistente tra la presenza di mutazioni localizzate nei geni codificanti per proteine coinvolte nel 

signaling del TSH e del suo recettore (TSHR) e la patogenesi di ipotiroidismo subclinico.  

 

Il recettore del TSH (TSHR) 

Il TSH esercita la sua azione legandosi al dominio extracellulare del suo recettore. Il TSHR è un 

classico recettore accoppiato a proteine G formato da sette eliche transmembrana ed è presente sulla 

membrana basolaterale delle cellule follicolari della tiroide. Il gene umano per il TSHR è 

localizzato sul cromosoma 14q31, è formato da 10 esoni, si estende per oltre 60 kb e codifica per 

una proteina di 764 aminoacidi (9).  

Il recettore è composto da due subunità, denominate α e β, codificate dallo stesso gene e unite da 

ponti disolfuro; la subunità α comprende il dominio extracellulare mentre la subunità β contiene la 

porzione di recettore ancorata alla membrana e il dominio intracellulare (figura 2) (10). 

L’instaurarsi di interazioni intramolecolari tra il dominio extracellulare e i loop del dominio 

transmembrana mantengono il recettore in una conformazione chiusa e quindi inattiva.  

                                                

Figura 2. Modello strutturale del TSHR con evidenziate le due subunità α e β. 
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Il TSHR è caratterizzato da un segmento aminoterminale glicosilato responsabile del legame ad alta 

affinità con il TSH, codificato dai primi nove esoni, mentre l’esone 10 codifica per i sette domini 

transmembrana e la coda citoplasmatica; inoltre una sequenza segnale di 21 aminoacidi precede il 

grande dominio extracellulare (11). La glicosilazione della porzione di legame, caratterizzata dal 

classico “leucine repeat motifs” (LRRs), è indispensabile per il legame ad alta affinità  con 

l’ormone.   

Un taglio proteolitico post-traduzionale divide il recettore nelle sue due subunità, grazie alla 

rimozione di   un segmento polipeptidico di 50 aminoacidi che si estende dal residuo 316 al residuo 

366 (Figura 2); i ponti disolfuro sono ridotti grazie a proteine disolfuro isomerasi che portano al 

rilascio della subunità α dalla porzione ancorata alla membrana e alla conseguente maturazione del 

recettore. La rimozione di questa porzione aminoacidica porta ad una forma recettoriale attiva in 

grado di legare l’ormone (12). 

Il corretto folding del dominio extracellulare è garantito dalla formazione di ponti disolfuro; tale 

dominio infatti contiene 11 residui di cisteina e si è potuto osservare che 8 di queste cisteine 

presenti nella struttura nel TSHR sono altamente conservate nella sequenza di tutti i recettori che 

legano ormoni glicoproteici. La presenza dei ponti disolfuro è necessaria non solo per il corretto 

folding recettoriale ma anche per la formazione di strutture dimeriche funzionalmente attive del 

TSHR. E’ noto inoltre che la cisteina in posizione 41 è cruciale per la formazione e il mantenimento 

del sito di legame per il TSH, in quanto studi precedenti in vitro hanno dimostrato che la perdita di 

tale cisteina causa la mancata formazione del ponte disolfuro e l’impossibilità di legare l’ormone 

(13). 

Il TSHR, oltre che sulla membrana basolaterale delle cellule follicolari della tiroide, è espresso 

anche in tessuti extra-tiroidei; la presenza dell’RNA messaggero del TSHR è stata rilevata anche in 

fibroblasti, adipociti, linfociti, specifiche regioni del cervello, ghiandola surrenale, cardiomiociti, 

fegato e timo, anche se gli studi a riguardo sono ancora limitati (14,15).  

E’ ormai noto che il TSHR subisce una regolazione in base al tempo di emivita dell’RNA 
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messaggero del  suo ligando TSH: in caso di elevate concentrazioni di TSH il recettore viene down-

regolato (16). 

 

Signaling cellulare del TSHR  

I cambiamenti strutturali nel TSHR, prodotti dall’interazione con l’ormone TSH, attivano le 

proteine G accoppiate al recettore; queste proteine G contengono tre subunità α, β e γ: la 

dissociazione della subunità α dal complesso βγ e la conversione delle molecola di GDP in GTP 

porta alla trasduzione del segnale e infine alla risposta cellulare (Figura 3).  

 

 

 

Figura 3. Meccanismo d’azione del TSHR: il legame dell’ormone attiva le proteine G associate al 
recettore e stimola la conversione del GDP in GTP 

 

E’ stato dimostrato che il recettore del TSH è in grado di legare due tipi di proteine G, quelle 

contenenti la subunità di tipo αs oppure quelle legate alla subunità αq/11 (Figura 4) (17). 

Le proteine G associate alla subunità αs stimolano la via di trasduzione del segnale legata 

all’adenilato ciclasi, che porta alla produzione del secondo messaggero AMP ciclico (cAMP) e 
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all’attivazione successiva della proteina chinasi A (PKA). 

Le proteine G contenenti la subunità αq/11 stimolano invece la via della fosfolipasi C (PLC). La 

fosfolipasi C porta alla conversione dell’inositolo 4,5-bifosfato (PIP2)  in inositolo 1,4,5-trifosfato 

(IP3) e diacilglicerolo (DAG). Il conseguente rilascio di Ca2+ intracellulare attiva la proteina chinasi 

C (PKC). L’effetto finale è il mantenimento della crescita e della funzionalità delle cellule della 

tiroide. Nell’uomo è ormai noto che sono necessarie concentrazioni più elevate di TSH per attivare 

questa seconda via di trasduzione del segnale accoppiata all’inositolo fosfato rispetto alla via 

dell’cAMP (17). 

 

Figura 4.  Riassunto schema delle molteplici vie di trasduzione del segnale utilizzate dai r 
 

Figura 4. TSHR lega due tipi di proteine G, quelle contenenti la subunità di tipo αs oppure quelle 
legate alla subunità αq/11 

 
 

La formazione di cAMP Gαs-mediata è stata in passato descritta come il principale meccanismo di 

signaling intracellulare che media l’azione del TSHR. Recentemente Kero e collaboratori (18) 

hanno però dimostrato che il pathway Gαq/11-mediato è  necessario  nell’adulto per il rilascio e la 

sintesi degli ormoni tiroidei TSH-indotta, e che inoltre un suo deficit può causare la comparsa di 
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una condizione di ipotiroidismo.  

Un’addizionale conferma dell’essenziale ruolo fisiologico delle proteine Gq/11 è stata dimostrata 

attraverso l’osservazione che le mutazionali germinali localizzate nel gene TSHR coinvolgono in 

modo preferenziale il pathway dell’inositolo fosfato (19). 

 

Mutazioni note presenti nel gene del TSHR  

Nell’uomo sono state identificate numerose mutazioni localizzate nelle regioni codificanti del gene 

del TSHR, suddivisibili in due categorie, germinali oppure somatiche.  

Le mutazioni germinali di tipo “gain of function” possono essere causa di ipertiroidismo congenito, 

in quanto incrementano l’attività basale del recettore e lo rendono costitutivamente attivo anche in 

assenza del ligando (11). Le mutazioni germinali di tipo “loss of function” interferiscono invece 

negativamente con la normale funzionalità recettoriale e sono così associabili alla resistenza al TSH 

e all’ipotiroidismo congenito (20).  

Le mutazioni di tipo somatico portano ad un fenotipo clinico diverso rappresentato dall’adenoma 

tossico di Plummer e dal gozzo multinodulare tossico e, anche se più raramente, dal carcinoma 

tiroideo.  

La condizione di ipotiroidismo subclinico oggetto del nostro studio è solitamente causata dalla 

presenza di mutazioni di tipo “loss of function” ugualmente distribuite lungo l’intera sequenza del 

gene TSHR (Figura 5). In letteratura sono state descritte varie tipologie di mutazioni: missenso (con 

sostituzione di un aminoacido con un altro), nonsenso (con introduzione di un codone di stop) 

oppure delezioni, inserzioni o mutazioni nei siti di splicing. 

Studi precedenti hanno dimostrato che le mutazioni missenso localizzate nel dominio extracellulare 

possono causare una ridotta o assente capacità di legare l’ormone; la maggior parte delle mutazioni 

riportate in questa regione causano inoltre una ridotta espressione del recettore sulla superficie 

cellulare; ciò può essere dovuto ad un “misfolding” del recettore incompatibile con la sua 

esportazione dal reticolo endoplasmatico e con la successiva inserzione nella membrana plasmatica. 
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Il mancato legame con l’ormone porta così alla conseguente abolizione di tutto il signaling 

cellulare. 

 Il TSH si lega al dominio extracellulare del recettore codificato dai primi 400 residui aminoacidici; 

studi in vitro hanno però dimostrato che la delezione dei residui 38-45 impedisce il legame 

dell’ormone al recettore, mentre la perdita dei residui 317-366, invece, non influenza il legame e 

neanche il conseguente accumulo di cAMP (21,22). 

Le mutazioni che coinvolgono il dominio intracellulare e le regioni transmembrana non comportano 

invece modificazioni nel legame con l’ormone; è possibile comunque osservare una diminuzione 

nella produzione di secondi messaggeri, visto che la via di trasduzione di segnale delle proteine G è 

compromessa (23), oppure si può avere la mancata attivazione del recettore. Inoltre le mutazioni 

che coinvolgono i domini transmembrana sono anche caratterizzate da una significativa riduzione 

dell’espressione cellulare.  

Nel gene del TSHR sono state anche trovate mutazioni di tipo nonsenso che portano a forme 

recettoriali tronche; quando la porzione transmembrana, necessaria per il legame alle proteine G, 

viene deleta tutta la trasduzione del segnale è inevitabilmente interrotta (24).  

Come è ormai noto per molti altri recettori accoppiati a proteine G, le forme mutate oppure 

“misfolding” vengono ritenute e degradate nel reticolo endoplasmatico attraverso il pathway del 

proteasoma; si tratta comunque di casi molto rari. 

Recentemente la scoperta che il TSHR, come molti altri recettori accoppiati a proteine G, può 

oligomerizzare nelle cellule, ha condotto all’ipotesi che la formazione di complessi tra forme wild-

type e mutate del recettore sia responsabile della parziale resistenza al TSH nei pazienti eterozigoti 

per queste mutazioni (25). 
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Figura 5. Rappresentazione schematica della struttura del TSHR; sono state indicate alcune tra le 
numerose mutazioni di tipo loss of function note 
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2. Scopo del lavoro 

Scopo del presente studio è l’analisi molecolare del gene TSHR in un gruppo di bambini e 

adolescenti di età compresa tra 1 e 18 anni affetti da ipotiroidismo subclinico. 

Tutti i pazienti inclusi nello studio possiedono le seguenti caratteristiche: elevati valori di TSH in 

almeno due misurazioni, ormoni tiroidei nella norma e assenza di autoimmunità tiroidea.  

La diagnosi molecolare è stata inoltre condotta su di un gruppo selezionato di soggetti sani da 

utilizzare come gruppo di controllo.  

In una paziente e nella madre è stata identificata la nuova mutazione W520X. Al fine di valutare 

l’effetto di tale variazione sul signaling recettoriale sono stati eseguiti gli studi funzionali in vitro; in 

considerazione del fatto che la mutazione è di tipo nonsenso e introduce un prematuro codone di 

stop nella sequenza del TSHR, è stata inizialmente valutata la corretta espressione del recettore in 

membrana attraverso esperimenti di immunofluorescenza. 

Successivamente è stata studiata la funzionalità recettoriale, intesa come produzione di secondi 

messaggeri; attraverso dei saggi ELISA sono stati dosati  sia AMP ciclico (cAMP) che inositolo 

fosfato (IP) per valutare così l’effetto della nuova mutazione sul signaling cellulare.  
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3. Materiali e metodi 

Selezione dei pazienti 

Sono stati reclutati 108 pazienti (56 maschi e 52 femmine) di età superiore ad un anno, provenienti 

da diversi centri italiani e i cui genitori hanno acconsentito allo studio. Tutti i soggetti inclusi nello 

studio presentavano in almeno due differenti misurazioni valori sierici di TSH superiori al range di 

normalità, nonostante valori normali di ormoni tiroidei.  

Sono stati esclusi dallo studio tutti gli individui che sono risultati positivi per la presenza di 

anticorpi diretti contro epitopi tiroidei, cioè per anticorpi anti-tireoperossidasi (TPO-Ab) oppure per 

anticorpi anti-tireoglobulina (Tg-Ab). Inoltre sono stati esclusi i falsi positivi allo screening 

neonatale per l’ipotiroidismo, oppure i soggetti affetti da patologie correlabili alla tiroide o affetti da 

malattie croniche.  

Per ogni paziente sono state registrate le caratteristiche cliniche e analizzati i parametri biochimici. 

Le caratteristiche cliniche analizzate includevano sesso, età, peso, altezza, stato puberale, familiarità 

per patologie tiroidee, presenza di gozzo alla palpazione e volume tiroideo. I parametri biochimici 

analizzati includevano invece i valori di TSH, fT3 e fT4. I livelli sierici di TSH, fT3, fT4, TPO-Ab 

e Tg-Ab sono stati misurati utilizzando il metodo della chemiluminescenza diretta (Advia Centaur 

CP Immunoassay System, Siemens Healthcare Diagnostic, Deerfield, IL).  

I range di normalità considerati nello studio sono stati: 

• 0,45 - 3,5 µUI/ml per il TSH; 

• 2,3 - 4,2 pg/ml per fT3; 

• 0,89 - 1,76 ng/dl per fT4; 

• titoli anticorpali (TPO-Ab e Tg-Ab) inferiori  a 60 IU/ml. 

L’analisi molecolare è stata condotta inoltre su 112 soggetti sani di controllo. Il protocollo oggetto 

dello studio è stato approvato dal comitato etico locale e il consenso informato è stato firmato dai 

genitori di ogni paziente.  
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Analisi molecolare del gene TSHR 

Il DNA genomico è stato estratto da sangue periferico e i 10 esoni codificanti del gene del TSHR e 

le regioni introniche fiancheggianti sono state amplificate tramite PCR (Polymerase Chain 

Reaction). La sequenza dei primers utilizzati e le temperature dei protocolli di PCR sono mostrati in 

tabella 1.  

Tabella 1. Sequenza dei primers, dimensione dei frammenti  e temperatura di annealing di ogni 

protocollo di PCR (F = primer forward; R = primer reverse;  TD = touch-down PCR) 

 
 

ESONE 

Sequenza dei primers 

(5’ →→→→ 3’) 

Dimensione 

prodotto di PCR (bp) 

Temperature di 

annealing di PCR (°C) 

1 
F-cctctttttccccttctcca                                          

R-ccagagatcaagggcatctgcag 
400 60-50 (TD) 

2 
F-tggttctttggtatgtttgttga 

R-acttgcataaatcaatggcag 
344 51 

3 
F-gcagaatccatgagggttgt 

R-caatgggagctggtttct 
301 51 

4 
F-ggtaccctgtggcgtaaatg 

R-atggtgtatagcctgggtcg 
330 51 

5 
F-ttgtcttcagaacccatgctt 

R-cactggcatgaagtaaggca 
335 60-50 (TD) 

6 
F-ctgctgcagaaggaaagcat 

R-tccaagagccatactgcctt 
227 60-50 (TD) 

7 
F-gcaccacttctcaccagtca 

R-tctccctggtgtgtgtgtgtgtgtgt 
352 51 

8 
F-gtgctcaagccagaagaaga 

R-gttgctgtctcgggtaaagg 
357 51 

9 
F-tcatctcccaattaacctcagg 

R-gtggagaggaaattggaagc 
410 60-50 (TD) 

10A 
F-gcctggcactgactcttttc 

R-tcctgagaattgtggtgtggt 
419 51 

10B 
F-gttcaacccgtgtgaagaca 

R-gtttgctgcttccttctcg 
446 60-50 (TD) 

10C 
F-ctggtatgccatcaccttcg 

R-agcaactccaaaatcttgctg 
433 60-50 (TD) 

10D 
F-tctgaacaagcctctcatca 

R-gacacccccaacacatagct 
447 60-50 (TD) 
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L’esone 10, in quanto molto esteso, è stato suddiviso in 4 frammenti fiancheggianti per poterlo 

amplificare completamente (denominati A,B,C e D). La reazione è stata eseguita in un volume 

finale di 30 µl utilizzando 100 ng di DNA genomico e la polimerasi AmpliTaq Gold (Applied 

Biosystems, Foster City, CA).  

Il prodotto di amplificazione è stato visualizzato su gel di agarosio al 2%. I campioni sono stati poi 

analizzati tramite sequenziamento diretto utilizzando il kit di reazione di sequenza Big-Dye 

Terminator Cycle (Applied Biosystem, Foster City, CA) e un sequenziatore automatico ABI 3100. 

Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati confrontati con la sequenza di riferimento wild type 

(NM_000369) e poi allineati utilizzando software disponibili in rete (Multiple Sequence Alignment 

CLUSTALW sito internet: www.genome.jp/tools/clustalw/). 

 

Mutagenesi sito-diretta 

Il vettore  pSVL (4896 bp) contenente il cDNA wild-type del TSHR è stato gentilmente donato dal 

Dipartimento di Endocrinologia e Metabolismo dell’Università di Pisa (Figura 6).  

70 µl di cellule competenti DH101F’ sono state trasformate con 1 µl (concentrazione 10 ng/µl) di 

vettore pSVL-TSHR e cresciute overnight a 37°C in piastre di LB/Agar Ampicillina+ per 

selezionare solo le colonie che hanno incorporato il plasmide con la resistenza all’antibiotico. Il 

DNA plasmidico è stato successivamente amplificato ed estratto utilizzando il Qiagen Plasmid 

Maxi Kits (Qiagen).  

La mutazione è stata introdotta nella sequenza wild-type del cDNA del TSHR usando il kit di 

mutagenesi Quik Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA). Il corretto 

inserimento della mutazione W520X è stato verificato tramite sequenziamento diretto dell’intero 

cDNA del TSHR.  
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Figura 6. Struttura ed elenco dei siti di restrizione presenti all’interno del vettore pSVL 

 

Colture cellulari 

Per tutti gli esperimenti è stata usata la linea cellulare CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary).  

Le cellule sono state cresciute a 37°C in atmosfera umidificata con 5% di CO2 in terreno Ham’s F12 

(Sigma Aldrich, St Louis, MO); il terreno è stato addizionato del 10% di siero fetale bovino (FBS), 

1% di glutammina e 1% di antibiotici (penicillina /steptomicina) (Sigma Aldrich). 

 

Immunofluorescenza: microscopia confocale 

Circa 6 x 104 cellule sono state fatte crescere per 24 ore a 37°C facendole aderire a vetrini da 

immunofluorescenza da 12 mm; il giorno successivo sono state trasfettate in modo transiente con 1 

µg di DNA utilizzando il reagente di trasfezione TransIT-LT1 (Mirus Bio Corporation Madison, 

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

permeabilizzate con Triton.  
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Sono state studiate due diverse condizioni cellulari: 

1) Cellule permeabilizzate: le cellule sono state permeabilizzate con una soluzione di 

PBS/Triton allo 0,2% e incubate overnight a 4°C con un anticorpo goat policlonale 

denominato C-20, che riconosce la porzione C-terminale del TSHR umano (Santa Cruz 

Biotechnology Inc.). Dopo 16 ore è stato aggiunto l’anticorpo secondario anti-goat FITC-

coniugato (Sigma Aldrich), incubando le cellule al buio per 1h e 30' a temperatura ambiente. 

 

2) Cellule non permeabilizzate: le cellule sono state incubate overnight a 4°C con un anticorpo 

mouse monoclonale denominato 3B12, che riconosce gli aminoacidi 1-415 presenti nella 

porzione N-terminale del TSHR umano (Santa Cruz Biotechnology Inc.). Dopo 16 ore è 

stato aggiunto l’anticorpo secondario anti-mouse FITC-coniugato (Sigma Aldrich), 

incubando le cellule al buio per 1h e 30' a temperatura ambiente. 

 

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

dell’acquisizione delle immagini utilizzando un microscopio confocale di tipo Leica TCS SP2 

(Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany). 

 

Saggio di vitalità cellulare 

Per verificare che la concentrazione di TSH ricombinante somministrata alle cellule non fosse 

tossica è stato eseguito un test di vitalità cellulare con Alamar Blue. Il saggio è basato su una 

reazione di ossido-riduzione colorimetrica dell’Alamar Blue: più i pozzetti diventano di colore rosa, 

più è elevata la percentuale di Alamar Blue ridotta e quindi maggiore è l’attività metabolica delle 

cellule.  

In una piastra da 96 pozzetti sono state piastrate circa 5 x 103  cellule/pozzetto in 100 µl di terreno 

Ham’s F12 e sono state lasciate crescere a 37°C per 24 ore. Il giorno successivo la piastra è stata 

incubata a 37°C per 24 ore con diverse concentrazioni di TSH ricombinante (0.5, 1, 10, 50 e 100 
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mM). In ogni pozzetto sono stati poi aggiunti 10 µl di Alamar Blue, e la piastra è stata incubata per 

1 ora al buio a 37°C. La lettura è stata effettuata a 570 nm dopo 5, 16 e 24 ore dall’aggiunta del 

reagente. 

 

Dosaggio secondi messaggeri: cAMP 

In una piastra da 6 pozzetti sono state piastrate circa 15 x 104 cellule/pozzetto e dopo 24 ore sono 

state trasfettate in modo transiente con 2,5 µl di DNA usando il reagente di trasfezione TransIT-LT1 

(Mirus Bio Corporation). 

Dopo 72 ore le cellule sono state pre-incubate per 30 minuti a 37°C con 0,5 mM di IBMX (3-

isobutyl-1-methylxanthine, Sigma Aldrich), un inibitore non specifico delle fosfodiesterasi. 

Successivamente sono state stimolate con varie concentrazioni di TSH ricombinante (Thyrogen, 

Genzyme) per 1 ora a 37°C. Sono state poi lisate con HCl 0,1 M e il surnatante è stato raccolto 

dopo centrifugazione a 600 g per 10 minuti. Il dosaggio è stato effettuato utilizzando un kit di 

immunoassay (cAMP Enzyme ImmunoAssay Kit, Assay Designs), un elisa competitivo per la 

determinazione quantitativa dell’cAMP nei fluidi biologici.  

Il kit, utilizza un anticorpo policlonale anti-cAMP, e permette di ottenere un’intensità di colore 

giallo inversamente proporzionale alla concentrazione di cAMP nel campione; l’eventuale 

acetilazione dei campioni e degli standard permette di aumentare la sensibilità delle letture. La 

lettura della piastra è stata effettuata a 405 nm. I risultati sono espressi in pmol/ml. 

 

Dosaggio secondi messaggeri: IP  

72 ore dopo la trasfezione le cellule sono state stimolate  per 1 ora con varie concentrazioni di TSH 

ricombinante diluito in buffer di stimolazione addizionato di  LiCl 50 mM; l’attivazione dei 

recettori accoppiati a proteine G porta al rilascio di D-myo-inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3), e quindi 

al transiente incremento di calcio intracellulare. La vita media dell’IP3 è estremamente breve (meno 
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di 30 secondi) prima che esso sia trasformato in IP2 e IP. La presenza di LiCl nel medium di coltura 

è necessaria per prevenire l’immediata degradazione dell’IP e consentire il suo accumulo nella 

cellula e quindi la successiva quantificazione.  

Dopo la stimolazione le cellule sono state poi lisate con un reagente di lisi per 30 minuti a 37°C e la 

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

Bioassay). La lettura della piastra è stata effettuata a 450 nm. I risultati sono espressi in nM.  

 

Analisi statistica 

I dati sono espressi come media ± SEM. Per le variabili continue sono stati utilizzati i test non 

parametrici Wilcoxon e Mann-Whitney. La significatività statistica è stata assunta come p<0.05. 

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite con il programma 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 è stata condotta su 108 pazienti pediatrici affetti da 

ipotiroidismo subclinico e 112 soggetti sani di controllo.  

Nella nostra serie di pazienti sono state identificate tre mutazioni missenso già riportate in 

letteratura: P162A,  D410N e T477I. Queste mutazioni sono state identificate in eterozigosi in sette 

pazienti (frequenza di mutazione 7/108=6.48%). 

La mutazione P162A è stata identificata in 3 soggetti tra loro indipendenti, è di tipo loss of function 

ed è localizzata nell’esone 6 del gene TSHR. Studi in vitro hanno dimostrato che l’introduzione del 

residuo di alanina in sostituzione dell’aminoacido prolina nella porzione extracellulare del TSHR 

causa una riduzione dell’espressione del recettore in membrana; non sono presenti invece effetti 

sulla produzione di secondi messaggeri. Il residuo di prolina in posizione 162 appartiene ad un sito 

putativo di legame con l’ormone TSH, localizzato nella regione N-terminale, ed è localizzato 

adiacente alla porzione della molecola ricca di “leucine repeat motifs”; è stato ipotizzato che la 

rimozione di questo residuo di prolina alteri le capacità di binding del recettore, senza però alterarne 

la struttura (26,27). 

La mutazione D410N è localizzata nell’esone 10 del gene, nella regione cerniera extracellulare 

adiacente al primo loop del dominio transmembrana; la mutazione D410N ha mostrato una 

trasmissione familiare essendo presente sia nella paziente, che nel padre e nella zia paterna. Dal 

punto di vista funzionale studi precedenti hanno dimostrato che il risultante recettore mutato 

mantiene normali capacità di legame al TSH, nonostante una ridotta capacità di trasdurre il segnale, 

intesa come ridotta attivazione dell’adenilato ciclasi (23).  

La mutazione T477I è localizzata anch’essa nell’esone 10 del gene; consiste nella sostituzione, nel 

secondo segmento transmembrana del recettore, del residuo altamente conservato di treonina con 

l’aminoacido isoleucina. La mutazione è stata trovata in eterozigosi in una sola paziente. Studi di 
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trasfezione in cellule COS-7 hanno dimostrato che il recettore mutato possiede un’espressione in 

membrana estremamente ridotta e una scarsa capacità di attivazione in presenza di TSH bovino 

(bTSH); inoltre la produzione di cAMP osservata in presenza della mutazione T477I era del tutto 

paragonabile a quella delle cellule trasfettate con il solo vettore vuoto, suggerendo un mancato 

legame del recettore alle proteine Gαs (28).  

In considerazione dei risultati prodotti dagli studi funzionali eseguiti sulle tre mutazioni missenso 

identificate, P162A,  D410N e T477I, possiamo concludere che tali mutazioni siano da considerarsi 

come la causa della comparsa dell’ipotiroidismo subclinico osservato nei nostri pazienti. Nessuna 

mutazione è stata trovata invece nel nostro gruppo di soggetti di controllo (n=112). 

Il gene TSHR è dimostrato essere altamente polimorfico; infatti l’analisi molecolare ha mostrato la 

presenza di 8 polimorfismi di singolo nucleotide (SNPs) noti nella nostra serie di pazienti (tabella 2) 

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

 

SNP Allele 1 Allele 2  

A C 
 

P52T 
(rs2234919) 
 

91,2 8.8 

G A E34K 
(rs45499704) 99,5 0,5 

T A IVS1-80 
(rs17111401) 
 

86,1 13,9 

C T IVS3-35bp 
(rs77924349) 99,5 0,5 

A G IVS6+13 
(rs2241119) 88 12 

T C N187N 
(rs2075179) 87,5 12,5 

G A A459A 
(rs113951800) 98,6 1,4 

C G D727E 
(rs1991517) 95,8 4,2 

 

Tabella 2. Frequenza dei polimorfismi presenti nella nostra serie di pazienti dove l’allele 1 indica 
l’allele più frequente nella popolazione, mentre l’allele 2 quello meno frequente. 



 25

 

SNP Allele 1  Allele 2  

G C 
 

D36H 
(rs61747482)                99,1 0,9 

C A P52T 
(rs2234919) 97,3 2,7 

T A IVS1-80bp 
(rs17111401) 87,5 12,5 

A G IVS6+13 
(rs2241119) 92 8 

T C N187N 
(rs2075179) 81,5 8,5 

C G D727E 
(rs1991517) 98,2 1,8 

 

Tabella 3. Frequenza dei polimorfismi presenti nella nostra serie di controlli dove l’allele 1 indica 
l’allele più frequente nella popolazione, mentre l’allele 2 quello meno frequente. 

 

Nuove variazioni identificate nel gene del TSHR 

In una paziente di 6 anni, nata da genitori non consanguinei, è stata trovata la sostituzione G>A in 

posizione 1559 nell’esone 10 (TGG→TAG) del gene TSHR. L’aminoacido triptofano in posizione 

520 viene così sostituito da un codone di stop (W520X). Tale mutazione è stata trovata in 

condizione di eterozigosi. L’elettroferogramma della mutazione W520X è mostrato in figura 7. 

 

                           

Figura 7. Elettroferogramma della nuova mutazione W520X identificata nell’esone 10 del gene 
TSHR. Sia la paziente che la madre sono eterozigote per la mutazione 
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La nuova variazione è localizzata nel terzo dominio transmembrana del TSHR e coinvolge un 

aminoacido altamente conservato tra specie diverse; porta ad una prematura interruzione nella 

sintesi dell’mRNA del recettore e quindi ad una sua forma tronca priva di buona parte della 

porzione C-terminale.  

Allo screening neonatale la paziente presentava un livello di TSH pari a 9.8 µIU/ml; alle successive 

analisi il valore medio di TSH era di 8,9 µUI/ml, i valori degli ormoni tiroidei erano nei limiti o 

solo leggermente elevati (fT3 4.7 pg/ml, normal range 2.3-4.2; fT4 1.05 ng/dl, normal range 0.89-

1.76) e la tiroide era ecograficamente in sede e normale. Gli anticorpi anti-tireoglobulina e anti-TSH 

erano negativi escludendo così le possibili cause autoimmuni della patologia e anche lo sviluppo 

neuromotorio e l’accrescimento somatoponderale erano nella norma. 

Si è proceduto successivamente all’analisi molecolare dei genitori della paziente; la madre è 

risultata portatrice della stessa mutazione sempre in condizione di eterozigosi, il padre è risultato 

invece omozigote per l’allele wt. Purtroppo non sono ancora disponibili i dati clinici e le 

informazioni sullo stato di funzionalità tiroidea della madre. L’effetto della mutazione W520X sul 

signaling recettoriale è stato oggetto di successivi studi funzionali in vitro. 

L’analisi molecolare dei soggetti con ipotiroidismo subclinico ha portato inoltre all’identificazione 

di tre nuove variazioni nel gene TSHR: IVS2 -84bp C>G, IVS9 +3bp A>G e A673D.  

Tutte sono state trovate in condizione di eterozigosi. Si tratta di due variazioni introniche e di una 

sostituzione missenso che causa la sostituzione dell’aminoacido alanina in posizione 673 con un 

residuo di acido aspartico. E’ localizzata nel settimo loop transmembrana del recettore di legame 

alle proteine G. L’effetto delle tre nuove variazioni sulla patogenesi dell’ipotiroidismo subclinico 

sarà oggetto di successivi studi funzionali.  

 

Studi funzionali W520X: microscopia confocale 

L’espressione sulla superficie cellulare del TSHR è stata studiata tramite esperimenti di 

immunofluorescenza (Figure 7a e 7b). Le cellule sono state trasfettate con la sequenza wild-type del 
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recettore (in alto a sinistra) e successivamente con la sequenza contenente la mutazione W520X, 

ricreando in vitro sia la condizione di eterozigosi (in basso a sinistra) che di omozigosi (in basso a 

destra) per la mutazione. Come controllo negativo sono state usate cellule CHO trasfettate con il 

solo vettore vuoto (in alto a destra). 

 

 

 

 

 

 

Studi funzionali W520X: test di vitalità cellulare 

Al fine di quantificare la produzione di secondi messaggeri da parte del TSHR si è reso necessario 

stimolare le cellule utilizzando TSH ricombinante (Thyrogen, Genzyme). Ogni flaconcino di 

ormone contiene 0,9 mg/ml di tireotropina alfa. Per verificare che la concentrazione di TSH 

somministrata alle cellule non fosse tossica è stato eseguito un test di vitalità cellulare con Alamar 

  
 

 

 

7a) cellule CHO non  permeabilizzate 

La trasfezione con la sequenza TSHR-WT produce una intensa 

colorazione sulla superficie cellulare. La presenza della mutazione 

W520X in condizione di omozigosi riduce notevolmente 

l’espressione del recettore sulla superficie cellulare, mentre la 

condizione di eterozigosi è del tutto paragonabile alla forma  WT. 

8b) cellule CHO permeabilizzate. 

In aggiunta alla colorazione visibile sulla superficie cellulare, è 

possibile osservare un’addizionale colorazione perinucleare. La 

presenza della mutazione W520X in condizione di eterozigosi non 

influenza il legame dell’anticorpo alla porzione C-terminale del 

recettore; la forma omozigote è invece del tutto paragonabile al 

controllo negativo trasfettato con il solo vettore vuoto, indicando che il 

legame dell’anticorpo al recettore è inibito. 
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Blue. Questo test è infatti in grado di mostrare l’attività metabolica delle cellule sfruttando una 

reazione colorimetrica. Le cellule sono state incubate con TSH 0.5, 1, 10, 50 e 100 mM e 

successivamente in ogni pozzetto è stato aggiunto l’Alamar Blue; si è potuto osservare che, sebbene 

tutte e cinque le concentrazioni non siano letali per le cellule, quella 1 mM e 0.5 mM garantivano la 

migliore sopravvivenza cellulare (dati non mostrati). 

 

Studi funzionali W520X : dosaggio cAMP e IP 

Le cellule CHO sono state trasfettate alternativamente con la sequenza wild-type e mutata del 

TSHR ed è stata quantificata la produzione di secondi messaggeri, sia basale che dopo stimolazione 

con TSH. Sono state ricreate le vitro le condizioni di eterozigosi e di omozigosi per la mutazione 

W520X. Si è potuto osservare che la trasfezione con il vettore pSVL/TSHR induce una produzione 

basale di cAMP in assenza dell’agonista, indicando un’attivazione costitutiva del recettore.  

Una produzione triplicata di cAMP si ottiene invece dopo stimolazione con TSH 1 mM (p>0.05). 

Le cellule trasfettate con la forma omozigote hanno mostrato una produzione ridotta di cAMP 

rispetto al wild-type (3.7 ± 0.5 vs 12.5 ± 1.6 pmol/ml; p<0,01), mentre l’eterozigote ha mostrato una 

produzione intermedia (8.6 ± 1.2 pmol/ml) (Figura 8A). In particolare la produzione di cAMP 

osservabile in conseguenza dell’attività basale del recettore è paragonabile alla produzione della 

forma omozigote W520X.  

Successivamente sono stati analizzati gli effetti sul signaling inositolo fosfato- diacilglicerolo. Una 

produzione raddoppiata di IP è stata misurata dopo stimolazione con TSH 1 mM nelle cellule 

trasfettate con la sequenza wild-type. Come atteso la presenza della mutazione W520X in 

omozigosi ha mostrato una marcata riduzione nella produzione di IP in risposta all’agonista 

paragonata al wild-type (3.8 ± 0.9 vs 19.3 ± 2.1 nM; p<0,01); la condizione eterozigote ha mostrato 

una produzione intermedia (9.2 ± 0,8 nM) (Figura 8B). Inoltre è stato possibile dimostrare che la 

considerabile produzione di IP osservata grazie all’attività basale è completamente abolita in 

presenza dei costrutti mutati.  
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La stimolazione delle cellule CHO con concentrazioni più elevate di TSH (10, 50 and 100 mM) ha 

prodotto dati analoghi per entrambi i pathways.  

 

 

 Figura 8A. Produzione di cAMP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8B.  Produzione di IP 
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5. Discussione 

Nella popolazione pediatrica i dati riguardanti la prevalenza delle mutazioni localizzate nel gene 

TSHR e l’insorgenza di ipotiroidismo subcinico sono ad oggi limitati e spesso discordanti, variando 

dall’ 11 al 40% (6, 29, 30, 31). 

La grande variabilità fenotipica osservabile in pazienti portatori della stessa variazione rende inoltre 

ancora più difficile la classificazione clinica. Infatti per alcune mutazioni viene a mancare la 

correlazione tra dati clinici e risultati dei relativi studi funzionali, in quanto non tutte le variazioni 

risultano essere effettivamente responsabili dell’inattivazione del recettore, anche se il meccanismo 

alla base di questo aspetto rimane difficile da chiarire (6).  

Nel presente studio sono stati valutati il pattern di distribuzione e il coinvolgimento di determinate 

caratteristiche cliniche e parametri biochimici nella patogenesi dell’ipotiroidismo subclinico.  

Si è potuto osservare che nei pazienti da noi analizzati i livelli di TSH erano significativamente più 

elevati nei soggetti sovrappeso oppure obesi rispetto a quelli normopeso. La prevalenza della 

condizione di sovrappeso ed obesità nella nostra popolazione era simile a quella riportata in 

letteratura nei bambini italiani sani in età scolastica (32). Questi dati sono confermati da studi 

disponibili in letteratura (33,34).  

Sono stati ipotizzati diversi meccanismi che possono spiegare l’innalzamento dei livelli di TSH 

nell’obesità; questi includono l’aumento della produzione di pro-TRH leptina-mediato (35), un 

feedback alterato dovuto a un minor numero di recettori T3 nell’ipotalamo (36) oppure una 

diminuzione nell’attività periferica della deiodinasi (37).  

La scoperta che i livelli di TSH sono più elevati nell’obesità e che la successiva perdita di peso 

porta a una diminuzione di questi valori, supporta l’ipotesi che l’aumento di TSH sia un fenomeno 

reversibile e sia una conseguenza piuttosto che una causa dell’obesità (33). 

Nella nostra serie di pazienti è stata trovata inoltre una prevalenza di basse stature idiopatiche 

superiore a quella normalmente riportata in età pediatrica (38). Molto probabilmente ciò può essere 

dovuto ad un bias di selezione visto che tutti i pazienti da noi analizzati sono stati reclutati da unità 
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di Endocrinologia italiane dove i bambini afferiscono spesso per difetti di crescita. Nonostante ciò 

non è stata trovata alcuna associazione tra la presenza di bassa statura idiopatica e l’aumento dei 

valori di TSH.  

Tutti i soggetti sono stati analizzati dal punto di vista molecolare per verificare l’eventuale presenza 

di variazioni genetiche nel gene TSHR. Queste mutazioni mostrano una trasmissione di tipo 

autosomico dominante, senza evidenze di penetranza incompleta ma con espressività variabile (20).   

Nella nostra serie di pazienti affetti da ipotiroidismo subclinico sono state identificate tre mutazioni 

missenso già note: P162A, D410N e T477I; sette pazienti erano portatori delle tre mutazioni in 

eterozigosi, e studi funzionali in vitro hanno dimostrato che tutte e tre le mutazioni sono 

responsabili di una ridotta funzionalità recettoriale (23, 26, 27 e 28).  

E’ ipotizzabile che la presenza di una singola mutazione influenzi solo parzialmente la funzionalità 

recettoriale, e i pazienti mostrino una ridotta ma non assente trasduzione del segnale TSH-mediata; i 

soggetti con ipotiroidismo conclamato sarebbero invece il risultato di mutazioni loss of function in 

omozigosi, oppure coinvolgenti grandi regioni alleliche del TSHR, con inibizione totale del 

recettore (30). 

Un’ipotesi molto accreditata è che la formazione di complessi tra le forme wild-type e mutate del 

recettore sia responsabile della parziale resistenza al TSH nei pazienti eterozigoti (25). Inoltre è 

stato dimostrato che l’intrappolamento intracellulare del TSHR wild-type, dovuto alla formazione di 

oligomeri con le forme mutate del recettore, causa un effetto dominante negativo di queste 

mutazioni (8). Queste considerazioni portano alla conclusione che la ridotta espressione del TSHR, 

osservabile nei pazienti con ipotiroidismo, sia quindi parzialmente compensata dall’aumento dei 

valori di TSH (29).  

Il gene del TSHR è noto essere altamente polimorfico; numerosi polimorfismi sono stati trovati 

anche nel nostro gruppo di pazienti e le frequenze osservate erano del tutto sovrapponibili a quelle 

riportate in letteratura (29,30,31). Anche nei 112 individui sani di controllo sono stati trovati vari 

polimorfismi già noti. La frequenza dei polimorfismi osservata era paragonabile a quella dei 
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pazienti, se non addirittura più elevata. 

In una paziente e nella madre è stata identificata la mutazione W520X in condizione di eterozigosi; 

l’introduzione di un codone di stop porta ad una prematura interruzione nella sintesi dell’mRNA del 

recettore e quindi ad una sua forma tronca priva di buona parte della porzione C-terminale. La 

mutazione è localizzata nel terzo dominio transmembrana del TSHR e coinvolge un aminoacido 

altamente conservato tra specie diverse. In considerazione del fatto che la porzione N-terminale del 

recettore non viene modificata dalla presenza della nuova variazione, abbiamo ipotizzato che il 

legame con l’ormone TSH non dovesse essere inibito. L’effetto di questa nuova mutazione sul 

signaling recettoriale è stato oggetto di studi funzionali in vitro. 

Visto che in letteratura sono state descritte molte mutazioni che impediscono l’espressione sulla 

superficie cellulare dei recettori accoppiati a proteine G, la corretta espressione in membrana del 

TSHR mutato è stata analizzata tramite esperimenti di microscopia confocale. E’ stato possibile 

osservare che solo la condizione omozigote della mutazione interferiva con la localizzazione del 

recettore sulla superficie cellulare, mentre l’eterozigote era del tutto paragonabile alla forma wild-

type. Questi dati confermano che, come riportato in altri pubblicazioni, probabilmente un singolo 

allele normale sia sufficiente per la normale funzionalità tiroidea. 

Successivamente abbiamo investigato gli effetti della mutazione sulla produzione di secondi 

messaggeri. E’stato possibile osservare una riduzione della produzione di cAMP e di IP della forma 

eterozigote e, in misura ancora maggiore della forma omozigote.  

Caratteristica da sottolineare è che il TSHR ha mostrato un’attività basale costitutiva anche in 

assenza dell’agonista TSH. Questa è una caratteristica tipica dei recettori accoppiati a proteine G, i 

quali riescono ad adottare una conformazione attiva anche in assenza del ligando.  

La prima evidenza di attivazione costitutiva è stata osservata per il recettore degli oppiodi (39) e per 

il β2-adrenoceptor (40); durante gli ultimi anni sono state identificate molte patologie in cui i 

recettori accoppiati a proteine G coinvolti mostravano un’aumentata attività costitutiva paragonata 

al wild-type. Le mutazioni coinvolte in questi disordini sono spesso localizzate nel terzo dominio 
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citoplasmatico del recettore. E’ stato ipotizzato che possano esistere siti addizionali coinvolti nel 

mantenimento del TSHR in conformazione inattiva oppure, alternativamente, che i livelli di attività 

basale siano influenzati dal vettore e/o dal sistema cellulare (41).  

Nella nostra serie di pazienti sono state identificate anche tre nuove variazioni: IVS2-84bp C>G, 

IVS9 +3bp A>G e A673D. Tutte le variazioni sono in eterozigosi e il loro significato sarà oggetto 

di successivi studi funzionali. 

In una elevata percentuale di pazienti ipotiroidei, tuttavia, non è stata trovata nessuna chiara 

spiegazione degli elevati valori di TSH osservati; è però ipotizzabile che possano essere influenzati 

da mutazioni o polimorfismi in altri geni non ancora presi in considerazione nel nostro laboratorio. 

Potrebbe essere interessante effettuare la ricerca di mutazioni nei fattori di trascrizione tiroidei 

come TITF-1, PAX-8 e FOXE1, tutti coinvolti nell’espressione del TSHR (42,43).  

Mutazioni che possono influenzare i livelli di TSH possono essere inoltre localizzate nel gene 

chiamato PDE-8B, il quale codifica per una fosfodiesterasi ad alta affinità per il cAMP coinvolta 

nel signaling cellulare del TSHR (44). L’eventuale analisi molecolare di questi geni nei nostri 

soggetti con causa ignota di ipotiroidismo subclinico potrebbe spiegare i loro elevati livelli di TSH. 

In conclusione i nostri dati dimostrano che la presenza di mutazioni nel gene TSHR potrebbe essere 

una possibile la causa dell’insorgenza della condizione di ipotiroidismo subclinico.  

Inoltre abbiamo verificato che il prematuro codone di stop introdotto dalla mutazione W520X causa 

una riduzione dell’espressione del TSHR sulla superficie cellulare. La conseguenza è una riduzione 

del signaling pathway recettoriale; questi dati supportano l’ipotesi che la mutazione W520X 

potrebbe essere la causa del pattern ormonale osservato nella nostra paziente. 
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1. Introduzione 

Resistenza all’azione degli ormoni tiroidei (RTH) 

La resistenza all’azione degli ormoni tiroidei (Resistance to Thyroid Hormone, RTH), descritta per 

la prima volta nel 1967 da Samuel Refetoff, è un disordine endocrinologico caratterizzato da una 

ridotta risposta dell’ipofisi e dei tessuti periferici all’ormone tiroideo (TH) (1). Diretta conseguenza 

è che si rendono necessarie concentrazioni più elevate di ormone tiroideo per produrre una risposta 

metabolica da parte dei tessuti target e per sopprimere la secrezione ipofisaria di TSH (2).  

La resistenza agli ormoni tiroidei può essere “generalizzata” (forma eu-ipotiroidea), cioè a carico 

delle cellule di più organi, oppure soltanto “ipofisaria” (forma ipertiroidea), cioè a carico 

esclusivamente (o quasi) delle cellule ipofisarie. 

Nel caso di resistenza generalizzata agli ormoni tiroidei (90% dei casi), il soggetto, pur avendo 

concentrazioni sieriche elevate sia di ormoni tiroidei che di TSH, non lamenta alcuna 

sintomatologia da ipertiroidismo perché i tessuti periferici sono insensibili all’azione degli ormoni 

tiroidei. Nel caso invece della resistenza ipofisaria agli ormoni tiroidei (8% dei casi), i soggetti 

manifestano, sin dall’età pediatrica, i sintomi ed i segni tipici dell’ipertiroidismo. La resistenza 

parziale solo periferica è ancor più rara (< del 2%). 

I pazienti affetti da RTH sono caratterizzati da elevati livelli sierici di tiroxina (fT3) e di 

triiodotironina (fT4), in presenza di livelli normali o solo leggermente elevati di TSH.  

Il risultante fenotipo clinico è estremamente eterogeneo, possono essere presenti segni o sintomi 

tipici dell’ipo o dell’ipertiroidismo, tra cui i più comuni sono gozzo e tachicardia (2). Sintomi 

frequentemente riscontrati nei pazienti sono inoltre deficit dell’attenzione con iperattività (ADHD), 

quoziente intellettivo inferiore a 85, difetti del linguaggio e bassa statura (2,3). 

In alcuni pazienti sono stati descritti inoltre sintomi meno comuni tra cui infezioni delle vie aeree 

superiori, basso rapporto peso/altezza, perdita dell’udito ed anomalie cardiache. E’stato dimostrato 

inoltre che il genotipo, l’età, la presenza di familiarità materna per patologie tiroidee e il genere 



 42

influenzano il fenotipo. La resistenza da parte dei tessuti bersaglio è variabile da paziente a paziente 

e coinvolge, in ordine decrescente, ghiandola ipofisaria, cervello, osso, fegato e cuore (4). 

La diagnosi di RTH è basata sull’osservazione dei sintomi presenti, oppure può essere 

laboratoristica, e quando possibile, confermata da studi genetici. La terapia delle sindromi da 

resistenza agli ormoni tiroidei non è necessaria nei pazienti eutiroidei. Nei pazienti con 

ipotiroidismo la terapia si basa invece sulla somministrazione di ormoni tiroidei (L-T4 o L-T3 o in 

combinazione T4/T3) con dosi che devono essere calibrate e individualizzate sul singolo paziente 

sulla base principalmente della risposta clinica e sul grado di resistenza ormonale. 

Ad oggi questa sindrome è stata descritta in quasi 2000 pazienti appartenenti a 372 famiglie, con 

un’incidenza di 1:40000 nati; nonostante la maggior parte delle patologie tiroidee siano più 

frequenti nel genere femminile, la sindrome RTH è presente con uguale frequente nei due sessi 

(5,6).   

Dal punto di vista genetico è stata ampiamente dimostrata l’associazione esistente tra la presenza di 

mutazioni localizzate nell’isoforma β del gene per il recettore dell’ormone tiroideo (THRB) e 

l’insorgenza di RTH. Nel 75-80% dei casi la trasmissione si presenta in forma ereditaria-familiare 

con trasmissione autosomica dominante (solo in una famiglia si è evidenziata una trasmissione 

autosomica recessiva) (7).  

 

Recettore dell’ormone tiroideo (TRβ) 

Nell’uomo esistono due geni differenti che codificano per il recettore dell’ormone tiroideo (TR) 

chiamati rispettivamente THRA e THRB, e localizzati rispettivamente sui cromosomi 17 e 3 (7,8). 

Il primo codifica per l’isoforma alpha (TRα) mentre il secondo per l’isoforma beta (TRβ) del 

recettore.  

Sebbene entrambi i geni abbiano espressione ubiquitaria, è noto che TRα è espresso 

prevalentemente in cuore, osso e cervello; TRβ-1 è molto abbondante in fegato, rene e tiroide 

mentre TRβ-2 è espresso solo nell’ipofisi anteriore e in specifiche aree dell’ipotalamo; le due 



 43

isoforme β differiscono solo nella loro regione N-terminale (9,10).  

Il 90% dei pazienti affetti da RTH è caratterizzato dalla presenza di mutazioni localizzate nel gene 

THRB, e ad oggi ne sono state descritte in letteratura più di 100. Solo in una famiglia è stata 

osservata la delezione completa del gene, in tutti gli altri casi si tratta di minori alterazioni a livello 

del DNA, quali mutazioni puntiformi (11).  

Il gene THRB (locus 3p24.2) codifica per l’isoforma beta del recettore nucleare per l’ormone 

tiroideo (TRβ), una proteina di 52.8 kDa composta da 461 aminoacidi. Il recettore è stato clonato 

nel 1986 come omologo cellulare di v-erbA (avian erythroblastic leukemia oncogene homolog 2) 

(12). TRβ appartiene alla superfamiglia di recettori nucleari per fattori di trascrizione che include il 

recettore per gli ormoni steroidei, la vitamina D, l’acido retinoico, gli acidi grassi e anche alcuni 

recettori orfani di cui è ancora ignoto il ligando. Questi recettori giocano vari ruoli nello sviluppo, 

nell’omeostasi, e nell’insorgenza di patologie e, di conseguenza, sono il principale bersaglio dello 

sviluppo di nuovi farmaci (13).  

TRβ agisce come fattore di trascrizione regolato dal ligando: lega sia l’ormone T3 che sequenze di 

DNA denominate TH-Response Elements (TREs), localizzate nella regione del promotore dei geni 

target. E’ composto da 10 esoni ed è suddivisibile in 3 domini funzionali: un dominio N-terminale 

di transattivazione, un dominio di legame al DNA (DBD) e un dominio C-terminale di legame 

all’ormone e sito inoltre di dimerizzazione (LBD). 

Il dominio LBD è composto da circa 250 residui ed è la regione maggiormente conservata tra i vari 

membri della famiglia dei recettori nucleari. Il dominio N-terminale è invece quello che più 

diversifica i vari recettori e può presentare varie dimensioni, comprese tra 24 (recettore per la 

vitamina D) e 600 residui (recettore per i mineralcorticoidi). Il dominio DBD è in genere formato da 

circa 70 residui, responsabili del riconoscimento dei DNA response elements (13) (Figura 1) . 
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Figura 1. Struttura schematica dei recettori nucleari 

 

E’ stato dimostrato che TRβ è in grado di dimerizzare con il recettore dei retinoidi (RXR) anche se 

in particolari contesti è in grado di agire anche come monomero; in assenza del ligando però questi 

omodimeri ed eterodimeri sono associati a corepressori che ne silenziano la trascrizione genica. Il 

successivo legame dell’ormone T3 causa il rilascio dei corepressori e induce invece il reclutamento 

di coattivatori, stimolando così la trascrizione genica (14). 

Recentemente è stata meglio caratterizzata una famiglia di proteine con funzione di corepressori 

nucleari chiamati NCoR e SMRT. NCoR è un corepressore generico di tutti i recettori nucleari e 

SMRT è invece il mediatore per il silenziamento da parte del recettore per l’ormone tiroideo e per i 

retinoidi. Questi fattori sono ubiquitari ed espressi quindi in tutti i tessuti dei vertebrati, ma è noto 

che interagiscono differentemente in base al tipo di recettore nucleare che legano. Entrambi sono in 

grado di silenziare la trascrizione promuovendo una conformazione chiusa della cromatina 

attraverso la deacetilazione degli istoni (15); le istone deacetilasi (HDAC), infatti, formano un 

complesso con altri repressori, tra cui Sin3, e giocano così un ruolo chiave nella repressione basale 

della trascrizione in assenza del ligando. 

Successivamente al legame dell’ormone sono reclutate in modo ligando-dipendente delle proteine 
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chiamate coattivatori, che al contrario promuovono l’attività trascrizionale. Al momento la funzione 

di molte di esse resta però sconosciuta.  

Sono stati isolati due complessi che in misura maggiore sono coinvolti nell’attività trascrizionale: 

SRC (steroid receptor co-activator complex) e DRIP-TRAP (vitamin D receptor interacting protein-

TR associated protein complex). Le SRCs (SRC-1, -2 e -3) sono proteine di 160 kDa, che si 

associano con vari recettori nucleari ormonali, tra cui TRβ, incrementando la loro attività 

trascrizionale ligando-dipendente. E’ stata osservata inoltre un’interazione con CBP (CREB-binding 

protein), il coattivatore per la trascrizione stimolata da cAMP, e con le proteine p300 che 

interagiscono invece con il coattivatore virale E1A. Studi recenti hanno dimostrato che il complesso 

CBP/p300 può interagire inoltre con P/CAF (p300/CBP-associated factor), l’omologo nei 

mammiferi dell’attivatore dei lieviti GCN5 (general control non-repressed protein 5) (15).  

Similarmente a GCN5, P/CAF possiede un’intrinseca attività di istone acetiltransferasi (HAT). 

P/CAF e CBP interagiscono rispettivamente con i TAFs (TBP associated factors) e con la RNA 

polimerasi II; quindi P/CAF e CBP sono dotati di doppia attività, agiscono sia come adattatori dei 

recettori nucleari per il meccanismo di trascrizione basale, che come enzimi in grado di modificare 

la struttura della cromatina (attività HAT) (Figura 2) (15).  

 

                             

Figura 2. L’interazione alternativa del recettore TRβ con corepressori e coattivatori regola la 
trascrizione genica 
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Mutazioni note presenti nel gene del THRB 

Dal punto di vista genetico è ormai noto che, nella maggior parte dei casi, la sindrome RTH mostra 

una trasmissione di tipo autosomico dominante. Gli individui che esprimono un singolo allele wild-

type a causa di una delezione sono quindi normali, mentre quelli che esprimono un allele mutato 

manifestano RTH. La presenza di una mutazione interferisce infatti con la normale funzionalità 

recettoriale, un fenomeno conosciuto come effetto dominante negativo. Questo spiega perché la 

trasmissione della sindrome è dominante se dovuta alla presenza di mutazioni e recessiva nei 

soggetti con una delezione del gene THRB (15) (Figura 3). 

 

                                  

Figura 3. Effetto dominante negativo delle mutazioni 

 

Tutte le mutazioni note sono state identificate nel dominio di legame del ligando, e in particolare 

nei residui 310–353 (cluster 1), 429–461 (cluster 2), e 234–282 (cluster 3).  

E’ stato dimostrato che le mutazioni  localizzate nei clusters 1 e 2 impediscono il legame 

dell’ormone tiroideo direttamente: aumentano la dissociazione di T3 dal suo sito di legame, 

inibiscono la formazione di eterodimeri o, selettivamente, inibiscono il legame dei coattivatori. Le 
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mutazioni nel cluster 3, invece, alterano la funzionalità recettoriale indirettamente attraverso  un 

difettivo rilascio dei corepressori (14-18). 

Il fenomeno dell’effetto dominante negativo necessita della preservazione dell’instaurarsi del 

legame al DNA e della possibilità del recettore di formare eterodimeri, ed è per questo motivo che 

nessuna mutazione è mai stata identificata nella regione di legame al DNA. Tutte le mutazioni note 

sono infatti localizzate negli ultimi 4 esoni del gene e cioè nel sito di legame dell’ormone (19).   

Dal punto di vista clinico il fenotipo conseguente alla presenza di RTH è variabile, sia in famiglie 

diverse affette dalla stessa mutazione che in membri della stessa famiglia con la stessa mutazione. 

La maggior parte delle mutazioni inoltre è presente in eterozigosi e i sintomi clinici sono quindi 

piuttosto lievi.  

In letteratura un solo paziente nato da genitori consanguinei è stato descritto come portatore di una 

mutazione in omozigosi ed è morto all’età di 7 presentando un quadro clinico complesso e valori 

decisamente elevati sia di ormoni tiroidei che di TSH (20). Esiste un altro caso descritto in 

letteratura con severa RTH a causa della presenza di una mutazione nel gene THRB, in 

combinazione alla completa delezione del secondo allele. Il fenotipo risultante è piuttosto grave e 

comprende scarso sviluppo intellettuale, tachicardia, e difetti sia visivi che uditivi, probabilmente 

dovuti all’effetto dominante negativo della mutazione I280S, e all’assenza di un recettore 

funzionale (21). 

Solo nel 10% dei casi i pazienti con quadro clinico tipico dell’RTH non presentano mutazioni nel 

gene THRB. Il fenotipo clinico risultante è indistinguibile da quello dei portatori di mutazioni; 

fattore distintivo è tuttavia un’aumentata incidenza della patologia nel genere femminile rispetto ai 

maschi (2.5:1), e l’elevata prevalenza inoltre di casi sporadici. Ipotesi accreditata è che possano 

essere coinvolti dei difetti a livello dei corepressori, dei coattivatori, o nelle proteine di trasporto 

degli ormoni tiroidei, oppure che la mancata regolazione dei loro prodotti sia responsabile del 

fenotipo osservato. In supporto di questa teoria sono stati studiati topi knock-out per il coattivatore 

SRC-1 e si è potuto osservare che questi topi presentavano una forma moderata di RTH (22).  
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Ad oggi una sola mutazione è stata identificata nell’uomo nell’isoforma alpha del recettore per 

l’ormone tiroideo. In una bambina di 6 anni di origine europea, è stata infatti identificata la 

mutazione de novo E403X in eterozigosi, la cui presenza inibisce l’azione del recettore wild-type in 

modo dominante negativo; la paziente presentava i classici segni di ipotiroidismo, quali ritardo di 

crescita, ritardo di sviluppo, displasia dello scheletro e una severa costipazione. Questi dati 

confermano l’esistenza anche di una forma di resistenza all’ormone tiroideo THRA-mediata, e che 

l’ormone svolge la sua azione tramite diversi sottotipi di recettori in base al differente tessuto target 

(23).  
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2. Scopo del lavoro 

Lo scopo del presente studio è stato analizzare un gruppo di pazienti caratterizzati da elevati valori 

di ormoni tiroidei (fT3 e fT4), in presenza di valori normali o solo leggermente elevati di TSH; 

questo caratteristico pattern ormonale suggeriva la presenza di sindrome di resistenza all’azione 

degli ormoni tiroidei (RTH).  

Aspetto da sottolineare è che la maggior parte dei pazienti è afferita presso l’Ambulatorio di 

Endocrinologia per altre patologie, quali scarsa velocità di crescita, eccesso ponderale oppure per la 

presenza di un nodo tiroideo. 

In considerazione poi dell’elevata incidenza di disturbi cognitivi e del linguaggio che sono stati in 

letteratura associati all’RTH abbiamo inoltre selezionato inoltre un gruppo di pazienti affetti da 

dislessia per valutare la relazione esistente tra ormoni tiroidei e tale patologia.  

La dislessia (developmental dyslexia o DD) è un disturbo specifico dell'apprendimento (DSA); 

studi di linkage hanno permesso di identificare numerosi loci localizzati all’interno del genoma 

umano candidati come possibili geni di suscettibilità per questa patologia.  

La principale caratteristica di questo disturbo è che interessa uno specifico dominio di abilità come 

lettura, scrittura oppure calcolo, lasciando intatto il funzionamento intellettivo generale. Ciò 

significa che per avere una diagnosi di dislessia, il bambino non deve presentare: deficit di 

intelligenza, problemi ambientali o psicologici, deficit sensoriali o neurologici.  

Tale disturbo è determinato da un'alterazione neurobiologica che caratterizza i disturbi 

dell’apprendimento, cioè da una disfunzione nel funzionamento di alcune cellule deputate al 

riconoscimento delle lettere, delle parole e del loro significato. Purtroppo in Italia la dislessia è poco 

conosciuta, benché si calcoli che riguardi il 5% della popolazione scolastica. 

In caso di diagnosi di sindrome da resistenza agli ormoni tiroidei in presenza di dislessia, sarebbe 

ipotizzabile un tentativo terapeutico con ormone tiroideo, che potrebbe avere effetti positivi sulla 

dislessia stessa, come suggerito da studi precedenti condotti su soggetti affetti contemporaneamente 

da sindrome da resistenza agli ormoni tiroidei e disturbo da iperattività e deficit di attenzione, in cui 
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la liotironina (L-T3) ad alto dosaggio ha avuto effetti benefici sugli aspetti dell’iperattività e 

dell’impulsività. 

In tutti i pazienti con sospetto di RTH reclutati è stata condotta la diagnosi molecolare volta ad 

individuare la presenza di variazioni genetiche nel gene del recettore dell’ormone tiroideo (THRB), 

riconosciuta come la causa più frequente dell’insorgenza della sindrome RTH.  

L’analisi si è concentrata sul dominio di legame all’ormone tiroideo (LBD), codificato dagli esoni 

7-10 del gene. La presenza di eventuali mutazioni nel gene 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 pazienti (21 maschi / 17 femmine), provenienti da diversi 

centri italiani e che presentavano valori persistentemente elevati di ormoni tiroidei, nonostante 

valori normo-elevati di TSH. I range di normalità considerati nel nostro studio sono i seguenti:  

• TSH 0,450-3,500 µUI/ml 

• fT3 2.3-4.2 pg/ml 

• fT4 0.89-1.76 ng/dl 

Il protocollo oggetto dello studio è stato approvato dal comitato etico locale e il consenso informato 

è stato firmato da ogni paziente o dai relativi genitori.  

E’ interessante notare che la maggior parte dei soggetti sono stati reclutati dal nostro ambulatorio 

per motivi differenti dal sospetto di sindrome RTH: 3 soggetti sono stati visitati per scarso 

accrescimento, 2 per eccesso ponderale e 3 per la presenza di nodo tiroideo. In particolare in due 

pazienti con nodo tiroideo è stata rilevata anche la presenza di timo ectopico.  

Dal punto di vista neurocognitivo la sindrome da deficit di attenzione con iperattività (ADHD) è 

stata riscontrata in 3 soggetti mentre in un altro caso è stato possibile osservare la presenza di 

ritardo cognitivo in combinazione con epilessia. Ad oggi siamo riusciti ad includere nel nostro 

studio inoltre 12 pazienti affetti da dislessia. Prospettiva futura sarà comunque l’ampliamento di 

questa casistica.  

 

Analisi molecolare del gene del THRB 

Il DNA genomico è stato estratto da sangue periferico (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen) e gli esoni 

7-10 del gene THRB e le regioni introniche fiancheggianti sono state amplificate tramite PCR. La 

reazione è stata eseguita in un volume finale di 30 µl utilizzando 100 ng di DNA genomico e la 

polimerasi AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA).  
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Le condizioni di reazione sono le seguenti: denaturazione iniziale a 95°C per 10 minuti, 35 cicli con 

95°C per 30”, annealing a 55°C per 30” ed estensione a 72°C per 30”, seguiti da un’estensione 

finale di 5 minuti a 72°C. Le sequenze dei primers utilizzati e le dimensioni dei frammenti di PCR 

sono mostrate in tabella 1. 

Il prodotto di amplificazione è stato visualizzato su gel di agarosio al 2% e i campioni sono stati poi 

analizzati tramite sequenziamento diretto utilizzando il kit di reazione di sequenza Big-Dye 

Terminator Cycle (Applied Biosystem, Foster City, CA) e un sequenziatore automatico ABI 3100. 

Gli elettroferogrammi ottenuti saranno confrontati con la sequenza di riferimento wild-type 

(NM_000461) e poi allineati utilizzando software disponibili in rete. 

 

Esone Sequenza dei primers (5’ →→→→ 3’) 
Dimensione del prodotto 

di PCR  (bp) 

7 CAGTGGTCCCACTCCTGAGGC 
CCAGTGTTTTCTACCTCAATTT 

358 

8 GTTCAGAAGATGATTTTCTGC 
CAGTTTCCAGGAATACTGGGT 

309 

9 CACAGAAGGTTATTCCTATTGC 
GTTAGTGGGCATCCAAAGAG 

395 

10 AGGCCTGGAATTGGACAAAGC 
ACTGACTGAATTCATTCTCATAATTCC 

344 

 
Tabella 1. Sequenza dei primers e dimensione dei frammenti di PCR utilizzati per l’analisi 

molecolare. 
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4. Risultati 

Analisi molecolare del gene THRB 

Tutti i soggetti (n=38) inclusi nello studio sono stati sottoposti ad analisi molecolare del gene 

THRB. Sono stati identificati nei nostri pazienti tre 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 dove l’allele 1 indica l’allele più frequente 
nella popolazione, mentre l’allele 2 quello meno frequente. 

 

 

Nel gene THRB sono state identificate tre mutazioni missenso già note: A234T, R438H e P453A. 

Tutte le mutazioni sono state trovate in condizione di eterozigosi e sono localizzate nella regione C-

terminale del recettore, rispettivamente nel cluster 3 e 2 del dominio di legame del ligando (LBD). 

Studi precedenti hanno dimostrato l’associazione esistente tra le mutazioni A234T, R438H e P453A 

e l’insorgenza della forma generalizzata di resistenza agli ormoni tiroidei; infatti queste varianti 

causano un difettivo rilascio dei corepressori, senza interferire però con il legame dell’ormone al 

recettore.  

La mutazione A234T è stata identificata in due pazienti, ed è causata dalla sostituzione G700A 

(GCC→ACC) nell’esone 7 del gene; l’aminoacido alanina in posizione 234 viene così sostituito da 
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un residuo di treonina. Le forme recettoriali mutate hanno mantenuto in vitro la capacità di legare 

ad alta affinità numerosi TH-response elements (TREs). L’affinità per l’ormone T3 è però tre volte 

ridotta, indicando che la regione cerniera del recettore è fondamentale per il riconoscimento del 

ligando (24) 

In due fratelli è stata invece identificata la sostituzione G1313A (CGC→CAC) nell’esone 10, che 

causa la presenza di un residuo di arginina in posizione 438 al posto di un residuo di istidina 

(R438H). E’ stato dimostrato che le forme mutanti mantengono inalterata la loro capacità di legare 

il corepressore NCoR; la sua successiva dissociazione e il reclutamento invece del coattivatore 

SRC-1 sono però inibiti dalla presenza della mutazione; è stato possibile osservare inoltre che le 

forme mutanti legano in quantità ridotta l’ormone tiroideo in presenza del complesso recettore-

DNA, nonostante la normale attività di binding dimostrata in soluzione. Altri studi hanno constatato 

anche una difettiva transattivazione del recettore con i TREs, se non a concentrazioni di ormone 

veramente elevate (25). 

In una paziente è stata trovata la sostituzione C1357G (CCT→GCT) nell’esone 10 del gene, che 

causa la comparsa di un residuo di alanina in posizione 453 in sostituzione di un residuo di prolina 

(P453A). La presenza di questa mutazione riduce l’affinità del recettore per l’ormone T3 del 17% 

rispetto alla forma wild-type (26).  

Tutti questi studi in vitro confermano che le mutazioni A234T, R438H e P453A sono quindi causali 

della presenza della RTH nei nostri pazienti. 

Nessuna mutazione è stata per ora identificata nei pazienti affetti da dislessia; in un soggetto era 

presente il polimorfismo rs3752874 che causa la sostituzione sinonima F245F, mentre in due 

soggetti era presente il polimorfismo rs13063628 nell’introne 9. E’ da sottolineare che è necessario 

un ampliamento della nostra casistica di pazienti dislessici per valutare l’effettivo coinvolgimento 

del gene THRB in questa patologia. Tutti i soggetti affetti da dislessia presentavano invece 

positività per gli autoanticorpi tiroidei ed anche tale aspetto necessiterà di ampliamento della 

casistica.  
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Nuova variazione identificata: I276N 

Una bambina di 3 anni è giunta all’osservazione per scarso accrescimento. La paziente era nata 

pretermine a 35 settimane di gestazione da genitori non consanguinei; alla nascita il peso e l’altezza 

erano appropriati per l’età gestazionale, il valore di TSH era nei limiti allo screening neonatale.e 

nessun ingrossamento della ghiandola tiroidea era visibile. Dai primi mesi di vita mostrava però 

scarsa crescita staturo-ponderale.  

Alla prima visita la bambina presentava peso e statura sul 6° percentile, -1.7 DS rispetto al target 

parentale e tiroide non palpabile. Il TSH era nei limiti (3.335 µUI/ml; range di normalità 0,450-

3,500 µUI/ml) con fT3 e fT4 aumentati (7.10 pg/ml e 2.32 ng/dl; range di normalità 2.3-4.2 pg/ml e 

0.89-1.76 ng/dl, rispettivamente). Gli anticorpi anti-tiroglobulina e anti-TSH erano negativi, con 

solo leggermente elevati livelli di anticorpi anti-tireoperossidasi (70IU/ml, range di normalità 0-60 

IU/ml). La valutazione neuropsichiatrica ha mostrato un normale sviluppo cognitivo e del 

linguaggio e un adeguato livello di attenzione e concentrazione. 

Nel sospetto di RTH è stata eseguita l’analisi molecolare del gene THRB, che ha evidenziato la 

presenza di una nuova variazione missenso in eterozigosi nell’esone 8 (I276N). La transizione 

T827A (ATC→AAC) comporta la sostituzione di un residuo di isoleucina con un residuo di 

asparagina in posizione 276 (I276N). L’elettroferogramma della nuova mutazione è rappresentato in 

figura 4. 

Dall’anamnesi familiare è emerso che la madre di 42 anni presentava da anni una storia di alterata 

funzione tiroidea senza chiara definizione diagnostica; dall’età di 25 anni erano presenti sintomi di 

ipertiroidismo quali tachicardia, diarrea, gozzo, valori di fT3 e di fT4 aumentati (5.5 pg/ml e 1.90 

ng/dl, rispettivamente) nonostante valori di TSH nella norma (3,470 µIU/ml). 

E’ interessante notare nella madre la presenza di positività per quanto riguarda gli anticorpi anti-

tireoperossidasi e anti-tireoglobulina (890 e 334 IU/ml rispettivamente), mentre i livelli di anticorpi 

anti-TSH erano invece nella norma. Il quadro ecografico e citologico era suggestivo per tiroidite 

linfocitaria e la paziente era stata trattata con metimazolo per un breve periodo senza trarne però 
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particolari benefici clinici.  

In seguito alla precedente diagnosi nella bambina, anche la madre è stata sottoposta ad indagine 

genetica con riscontro della presenza della stessa variazione I276N in eterozigosi. 

 

 

Figura 4. Elettroferogramma della nuova variazione identificata I276N nell’esone 8 del gene 
THRB. Sia la paziente che la madre sono eterozigote per la mutazione 

 

La variazione I276N è localizzata nel cluster 3 del dominio di legame all’ormone tiroideo e per 

ipotizzare gli effetti della variazione sulla funzionalità e sulla struttura proteica sono stati usati dei 

software informatici: 

1) SIFT (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) calcola la probabilità che il cambiamento sia 

deleterio attraverso l’analisi di similarità di sequenze proteiche tra diverse specie e attraverso lo 

studio delle caratteristiche idrofobiche dei singoli aminoacidi;  

2) PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) considera invece alcuni parametri e la struttura 

tridimensionale delle proteine.  

Dai risultati prodotti attraverso l’analisi informatica è emerso che l’introduzione dell’aminoacido 

asparagina al posto del residuo di isoleucina è deleterio e non tollerata dalla struttura del recettore; il 

reale coinvolgimento nella patogenesi della RTH sarà oggetto di successivi studi funzionali in vitro 

al fine di caratterizzate l’effetto della mutazione I276N sull’interazione con le proteine con funzione 

di corepressori e/o coattivatori.  
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5. Discussione 

La sindrome da resistenza all’azione degli ormoni tiroidei (RTH), è caratterizzata da elevati livelli 

di ormoni tiroidei in presenza di valori normo-elevati di TSH; si rendono quindi necessarie 

concentrazioni più elevate di ormone tiroideo per produrre una risposta metabolica da parte dei 

tessuti periferici, e per ottenere la soppressione della secrezione di TSH da parte dell’ipofisi (2,3).  

Il fenotipo clinico può essere molto eterogeneo e variare dal subclinico al sintomatico. La maggior 

parte dei pazienti è priva di anomalie cliniche, visto che la resistenza osservata è compensata dagli 

elevati livelli di ormoni tiroidei. In alcuni soggetti i sintomi dell’eccesso di ormone tiroideo possono 

comunque variare in relazione al grado variabile di coinvolgimento dei differenti tessuti (2).  

Studi precedenti hanno dimostrato che nei pazienti affetti da RTH è possibile osservare una 

maggiore incidenza di gozzo, tachicardia, deficit dell’attenzione (ADHD), IQ inferiore a 85, difetti 

del linguaggio e bassa statura (4).  

E’ ormai noto che nel 90% dei casi i pazienti affetti da RTH presentano mutazioni nell’isoforma 

beta del gene che codifica per il recettore dell’ormone tiroideo (THRB), localizzato sul cromosoma 

3. Il quadro clinico di RTH può variare in base al tipo o alla localizzazione della mutazione, ai 

livelli di espressione tissutale delle isoforme recettoriali oppure in base alla possibile presenza di 

meccanismi compensatori o altri difetti genetici presenti (7). 

Tranne in rare eccezioni la sindrome è ereditata come autosomica dominante; la presenza di un 

allele mutato interferisce tuttavia con la funzionalità dell’allele wild-type, un fenomeno conosciuto 

come effetto dominante negativo. Gli individui con delezione di un allele sono infatti normali, 

mentre quelli portatori di un singolo allele mutato presentano RTH (15).  

Le mutazioni descritte in letteratura sono localizzate nel dominio del recettore deputato al legame 

all’ormone e sono in grado di alterare la normale funzionalità recettoriale tramite vari  meccanismi: 

inibendo il legame di T3 o dei coattivatori, inibendo la formazione di eterodimeri oppure agiscono 

indirettamente attraverso  un difettivo rilascio dei corepressori (14-18). 

In due dei nostri pazienti è stata trovata la mutazione già descritta in letteratura A234T. Entrambi i 
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soggetti sono portatori della variazione in eterozigosi. La mutazione è localizzata nel cluster 3 del 

dominio di legame del ligando (LBD) del recettore. Studi funzionali precedenti hanno dimostrato 

che in presenza di questa variazione sono necessarie concentrazioni più elevati di ormone, rispetto 

al wild-type, per ottenere il rilascio dei corepressori ed attivare così la trascrizione genica. Inoltre è 

stato osservato che tale sostituzione causa anche una debole diminuzione del legame di T3 al 

recettore (24). Dal punto di vista neurologico il primo soggetto è risultato essere affetto inoltre da 

sindrome da deficit dell’attenzione con iperattività (ADHD) in combinazione con dislessia, mentre 

il secondo soggetto presentava ritardo cognitivo ed epilessia. Questi dati confermano il quadro di 

grande variabilità fenotipica a cui è associata l’RTH (4).  

Un’altra mutazione già descritta in letteratura, R438H, è stata identificata in due fratelli. La 

mutazione è localizzata anch’essa nella regione LBD del recettore, ed in particolare nel cluster 2,  e 

la sostituzione aminoacidica introdotta crea una diversa carica e diversa idrofobicità nel recettore; 

dal punto di vista funzionale studi precedenti hanno dimostrato che il recettore mutato non è più in 

grado di legare l’ormone e non riesce a dimerizzare correttamente con il recettore per l’acido 

retinoico (25). Fenotipicamente uno dei due fratelli era inoltre caratterizzato da scarso rendimento 

scolastico e dalla presenza di timo ectopico; è interessante notare che per entrambi il motivo della 

prima visita era la presenza di un nodo tiroideo, riscontrato peraltro anche in un altro fratello privo 

di mutazioni nel gene THRB, ma con timo ectopico. Questi dati confermano la grande variabilità 

fenotipica riscontrabile anche all’interno della stessa famiglia. 

La terza mutazione già nota, P453A¸ è stata trovata in una paziente con sospetto di RTH; anche 

questa paziente era portatrice della variazione in eterozigosi ma al momento non si hanno 

informazioni sulla presenza o meno di disturbi cognitivi. Studi precedenti hanno dimostrato che la 

presenza della mutazione P453A riduce significativamente l’affinità del recettore per l’ormone T3 

(26).  

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

nostri paziente possano essere effettivamente causali della presenza della RTH nei nostri pazienti. 
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In una bambina e nella madre è stata identificata la nuova variazione I276N nell’esone 8 del gene. 

La bambina è stata visitata la prima volta per scarso accrescimento, ma dal punto di vista 

biochimico erano presenti valori elevati di fT3 e fT4.  Dall’anamnesi familiare è emerso che la 

madre presentava dall’età di 25 anni una storia di alterata funzione tiroidea, con tachicardia, diarrea 

e gozzo (non presenti nella bambina), fT3 ed fT4 aumentati, TSH nella norma, anticorpi anti-

tireoglobulina e anti-tireoperossidasi positivi, quadro ecografico e citologico suggestivo per tiroidite 

linfocitaria. La madre era stata trattata in passato con metimazolo e sottoposta ad un esame 

scintigrafico nel dubbio di una hashitossicosi. Dal punto di visto genetico la madre presentava la 

stessa variazione I276N in eterozigosi. 

L’associazione tra RTH e tiroidite autoimmune è già stata descritta precedentemente (27). Ipotesi 

accreditata è che la stimolazione cronica tipica dell’RTH attivi i linfociti intra-tiroidei a produrre 

citochine pro-infiammatorie come TNF-alpha, le quali portano alla distruzione delle cellule tiroidee 

attraverso il legame al loro recettore nei tireociti; si potrebbe inoltre avere un effetto indiretto 

attraverso il potenziamento della formazione di anticorpi o di linfociti T citotossici (28).  

Anche l’associazione con malattie autoimmuni tiroidee potrebbe portare alla diagnosi di RTH. La 

presenza di tiroiditi autoimmuni e il conseguente danno alla ghiandola tiroidea potrebbero inoltre 

ridurre i livelli sierici di ormoni tiroidei, mascherando così i tratti tipici della sindrome RTH.  

In conclusione i nostri dati dimostrano che la presenza di mutazioni nel gene THRB potrebbe essere 

una possibile la causa dell’insorgenza della condizione di resistenza all’azione degli ormoni tiroidei 

(RTH).  

Si suggerisce inoltre di valutare la diagnosi di RTH in presenza di ormoni tiroidei aumentati e TSH 

non soppresso, anche in assenza di segni o sintomi specifici di ipo- o iper-funzione tiroidea o in 

presenza di tiroidite cronica. La valutazione genetica può coadiuvare nella diagnosi, in particolare 

in casi con pregressi errori diagnostici. Il fenotipo può variare con l’età e tra i soggetti. 
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