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RIASSUNTO

L’ipotiroidismo congenito (IC) € una sindrome ctiai caratterizzata da un
deficit degli ormoni tiroidei presente alla nascif stima che la sua incidenza nei
paesi ad adeguato apporto iodico sia di 1:3000-Ha@i0vivi.

E’ possibile identificare una forma transitoria i, che e passibile di
completa risoluzione nei primi mesi/anni di vitahe pud essere determinata da lievi
difetti della ormonogenesi o da fattori ambien{aia i quali un inadeguato apporto
iodico nella dieta materna, il passaggio transpiteze di anticorpi bloccanti il
recettore del TSH o di farmaci antitiroidei oppune’esposizione sia materna sia
fetale ad un eccesso di iodio) ed una forma perntanehe come tale richiedera una
terapia sostitutiva a vita. L'ipotiroidismo congenipermanente e determinato
nell’80-85% dei casi da un quadro di disgenes@déea; nel restante 10-15% dei casi
e la conseguenza dell'alterazione di una o piuda#ia sintesi ormonale tiroidea, la
cosiddetta disormonogenesi. In entrambi i casfagtari di ordine genetico sia fattori
di ordine ambientale entrano in gioco nell’eziogaioesi del quadro di IC
permanente.

Data la stretta dipendenza, sia nel feto sia nemipanni di vita, dello
sviluppo del sistema nervoso centrale dalla presehzadeguati livelli di ormoni
tiroidei, diventa fondamentale la diagnosi preceffettuata tramite lo screening alla
nascita in quanto un ipotiroidismo congenito miszsmiuto puo rendersi responsabile

di una grave alterazione nello sviluppo neuropssoad del bambino.



Lo scopo del nostro studio e stato quello di idardie eventuali mutazioni a
carico dei geni coinvolti nel processo della orngaresi tiroidea in bambini affetti
da ipotiroidismo congenito con tiroide in sede.

Abbiamo analizzato 6 bambini individuati all'interrdi un gruppo di 32
pazienti affetti da ipotiroidismo congenito o datipoidismo giovanile con tiroide in
sede. All'interno di questo gruppo i bambini erastati suddivisi in quelli che
presentavano un lieve difetto della organificazide#lo iodio, in quelli che avevano
un marcato difetto della organificazione dello mded infine in coloro che
presentavano una TG sierica indosabile. | bambmgeto del nostro studio
presentavano una tiroide in sede ed erano stattifidati alla nascita mediante
dosaggio del TSH su spot di sangue ad eccezionealipaziente (# 6) che veniva
identificata in epoca post-natale in quanto nait@gidell’avvento dello screening per
I'IC. Dei 6 pazienti, 4 (# 3, 4, 5, 6) risultavapositivi al test al perclorato di potassio
con valori di dismissione che oscillavano tra il®# il 100%, dato che indicava un
difetto totale nel processo della organificaziorsladiodio. Le restanti 2 pazienti
(# 1, 2), sorelle, presentavano una TG siericasalite e una delle due risultava
negativa al test al perclorato, con un valore dnussione pari al 7%. Nell'altra
sorella il test non veniva eseguito in quanto pres& un forte stato di agitazione
psicomotoria.

Nei 4 pazienti positivi al test al perclorato etstanalizzato il gene della
TPO, che codifica per la proteina tireoperossidaszima chiave nel processo della
sintesi ormonale tiroidea. Nelle due pazienti coa tireoglobulina sierica indosabile
e un test al perclorato negativo e stato sequenitigene della TG, che codifica per
la proteina principale costituente della colloitlgsultati hanno mostrato la presenza,
nelle pazienti # 1 e 2, di una nuova mutazione @Xj@ll'interno dell’esone 10 del

gene della TG ed espressa in omozigosi, la cuiegprenza € la produzione di una
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proteina troncata. Nel paziente # 3 sono statetifdetie due mutazioni espresse in
eterozigosi a carico del gene della TPO. La prireB@46X), mai descritta in
letteratura, € stata individuata allinterno dedbee 13 mentre la seconda
(c.2505-2511insC835fs907X, che chiameremo 907)3, rgita, € stata identificata
all'interno dell’esone 14. Entrambe le anomalie gj@e causano la produzione di
una proteina incapace a legarsi alla superficieadpidel tireocita. Il sequenziamento
del gene della TPO della paziente # 6 ha rilevatarésenza di una nuova mutazione
(T561M) all'interno dell’esone 10 espressa in orgosi e responsabile della sintesi
di una proteina troncata.

Nelle pazienti # 4 e 5 non e stata rilevata alcamamalia a carico del gene
della TPO. Pertanto si € proceduto ad analizzagerie DUOX2 e il promotore del
gene della TPO. Nel primo caso non € stata trosbtana mutazione mentre nel
secondo caso sono stati identificati 3 nuovi potiinsmi i quali verosimilmente non
sono la causa del fenotipo. Le pazienti # 4 e Sepbero essere portatrici di
alterazioni, a livello di una sequenza introniche anterferiscono con il normale
meccanismo di splicing del’'mRNA e che quindi detagrano la sintesi di una
proteina troncata non funzionante.

In conclusione, abbiamo identificato 4 mutaziomau907X) gia nota e le
altre (E746X, T561M, R768X) mai descritte precedamnte in letteratura,
responsabili, le prime tre, del difetto totale detirganificazione dello iodio nei
pazienti # 3 e 6 e 'ultima, del difetto della gsit della tireoglobulina nelle pazienti
# 1 e 2. Non e stata finora identificata alcunanaala genetica che possa spiegare |l

difetto totale della organificazione dello iodisaontrato nelle pazienti#4 e 5 .



INTRODUZIONE

Gli ormoni tiroidei, ovvero il pro-ormone T4 (3,53- tretraiodotironina o
tiroxina) e I'ormone attivo T3 (3,5,3'-triiodotirama), sono prodotti dalla ghiandola
tiroidea, situata nella regione sottoioidea delo;alentrocaudalmente alla cartilagine
tiroidea. E’ ormai noto come tali ormoni sono imamiti per il normale sviluppo dei
vari tessuti dell’organismo umano, in particolardualel sistema nervoso centrale, e

per la regolazione del loro metabolismo basale (1).

Sviluppo embriologico

La tiroide é la prima ghiandola a svilupparsi neimmiferi, da due regioni
dellendoderma faringeo. L’abbozzo mediano, da ddriveranno le cellule
follicolari, origina da un ispessimento del pavireemella porzione anteriore del
faringe tra il primo e il secondo arco branchialsi estroflette sulla linea mediana.
Tale abbozzo compare tra il sedicesimo e il digiiesimo giorno di vita embrionale.
Contemporaneamente due abbozzi laterali si svilupg@ame proiezioni caudali dal
guarto e quinto arco branchiale, da cui prenderamigine, nell’'uomo, le cellule c o
parafollicolari, calcitonina secernenti.

La ghiandola tiroidea da inizio alla sua attivitasthtesi e secrezione degli
ormoni tiroidei intorno alla ventesima settimanagdstazione: questo significa che,

nelle settimane precedenti lo sviluppo embrionalén particolar modo quello del



sistema nervoso centrale, dipende strettamentgaksaggio transplacentare degli

ormoni tiroidei materni (1,2).

Ormogenesi e regolazione ormonale

La sintesi e la secrezione degli ormoni tiroideswblge secondo un processo
articolato in varie fasi, che ha luogo nei follictiroidei, ossia strutture sferiche
costituite da una singola fila di cellule, i tiré@o© cellule follicolari, delimitanti un
lume centrale, contente una sostanza detta collbid@adeguata sintesi degli ormoni
tiroidei dipende in primo luogo da un corretto appadi iodio, che rappresenta il
principale costituente degli ormoni stessi, olttee @a un normale sviluppo della
ghiandola e da un idoneo funzionamento dei sispeaposti alla sintesi (2).

Lo iodio € un elemento raro in natura: esso édutto nell’'organismo con
'acqua e gli alimenti, assorbito nel piccolo irites, sotto forma di ioduro, ed in
seguito trasportato nel plasma. Il processo desirtta inizio con la captazione dello
ioduro dal plasma, attraverso la membrana basalateiel tireocita, trasporto che
avviene controgradiente e che €& pertanto facilitata un trasportatore
transmembrana, detto NIS (Na+/I- symporter). Il cassivo trasferimento dello
ioduro nella colloide, attraverso la membrana dpicde! tireocita, € mediato da una
proteina detta pendrina (PDS). Sul medesimo vessdeittireocita € presente un’altra
proteina, contenente gruppi eme, detta tireopetassi(TPO), che catalizza una
reazione di ossidazione dello ioduro, la quale iedé la presenza di perossido
d’idrogeno, prodotto dalla flavoproteina DUOX2 (tlexidase type 2). In seguito,
sempre per opera della TPO, lo iodio & ossidatacerporato nei residui tirosinici
della tireoglobulina (TG), una glicoproteina ch@peesenta il principale costituente
della colloide ed e sintetizzata e secreta daiotite nel lume follicolare.
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L'ossidazione dello ioduro e il suo legame covaemi residui tirosinici della
tireoglobulina & noto come processo di organificaei(3).

Il risultato che si ottiene €& la formazione delledatirosine: la
monoiodotirosina (MIT) e la diiodotirosina (DIT)nfine e sempre la TPO a
catalizzare una reazione di accoppiamento delletims$ine a formare gli ormoni
tiroidei: la T4 (3,5,3’, 5'- tretraiodotironina ardxina) e, in misura minore, la T3
(3,5,3-triiodotironina).

Quando necessario, la TG iodata viene internabzmnat tireocita, tramite un
processo di pinocitosi, e idrolizzata nei lisosalalle catepsine: in questo modo sono
rilasciate e le iodotironine, che saranno cosi issaenel circolo ematico, e le
iodotirosine non accoppiate, che saranno sottoEubien processo di deiodinazione
da parte di una deiodinasi ad attivita nitrorediitia, codificata dal gene DEHAL 1
(iodotyrosine dehalogenase 1). Quest'ultima reaziba lo scopo di recuperare lo
iodio, in modo che questo possa essere riutilizgatzessivamente. E’ chiaro come

guesto meccanismo sia importante nelle condizibcaente apporto di iodio.

(Fig. 1)
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Fig. 1: Rappresentazione schematica della sinteggll ormoni tiroidei e della regolazione

dell'attivita tiroidea da parte del TSH ipofisariq4)

La maggior parte degli effetti biologici indotti gla ormoni tiroidei, in
particolar modo dalla forma attiva T3, sono la @guenza del legame di questi con
propri recettori nucleari (TRs), contenuti all'ime delle cellule bersaglio.
Nelluomo esistono diverse isoforme di tali recattbalfa 1 e 2 codificati dal gene
THRA, sito sul cromosoma 17, e il beta 1 e 2 codiii dal THRB, sito sul
cromosoma 3. Come altri recettori nucleari, ancii®s regolano la trascrizione dei
geni bersaglio: prima interagiscono con co-attikiabocon co-repressori formando
complessi trascrizionali, poi questi ultimi si legaai T3 response elements (TRES),
localizzati nelle regioni promotrici dei geni tatge

Sebbene la T3 sia 'ormone metabolicamente piwatin quanto lega con
maggior affinita i TRs, la ghiandola tiroidea prediprevalentemente T4.

La maggior parte della T3 circolante deriva inveladla deiodinazione nei tessuti
extratiroidei della T4 per opera delle deiodinasi B D2, che vanno ad agire
sull’anello esterno delllormone (outer ring deication). La D1 € espressa nel fegato,
nel rene e nella tiroide; la D2 € espressa netmsigtnervoso centrale, nell’ipofisi e
nel tessuto adiposo bruno ove e fondamentale pgrolduzione locale di T3. Esiste
una terza deiodinasi, la D3, che e espressa netltee nella cute dell’adulto e ad
alti livelli in diversi tessuti del feto, nella mlanta e nell’'utero durante la gestazione.
La D3 agisce sull'anello interno (inner ring deioation) della T4, trasformandola
nella T3-inversa (rT3), biologicamente inattiva.nCla medesima reazione, la T3 &
inattivata a 3,3'-T2. Questo tipo d'attivita, dinti@ta anche dalla D1, anche se in

misura nettamente inferiore, € importante per italo negativo sia locale sia



sistemico dei livelli di T3. Gli ormoni tiroidei msono seguire vie metaboliche di
minor importanza, come la coniugazione con acidecalonico o solforico o la
deaminazione ossidativa a derivati dell’acido a&ceti

L’attivitd biologica degli ormoni tiroidei dipendeessenzialmente dalla
concentrazione intracellulare di T3, che a suaavelinfluenzata dai livelli circolanti
della T3 e dal suo precursore T4, dal livello dvatth delle diverse deiodinasi e infine
dall'attivita dei trasportatori delle iodotironin€Queste, infatti, benché lipofile,
attraversano la membrana plasmatica prevalentenmeatiante trasportatori. Negli
ultimi anni ne sono stati identificati numerosi ckeno in grado di facilitare
lingresso e/o l'uscita degli ormoni tiroidei dalleellule target: questi sono, ad
esempio, I'NTCP (Na-taurocholate cotrasporting peftide), I'OATP (Na-
independent organic anion transporting polypeptide)lAT1 e il LAT2 (L-type
amino acid transporters), gli MCTs (the family obmocarboxylate transporters)
come I'MCT-10 e I'MCT-8, quest'ultimo unico tipo drasportatore per gli ormoni
tiroidei presente a livello del sistema nervosaiea (5).

L’attivita della ghiandola tiroidea & sottoposta @k fine regolazione per
opera dell’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide. Sul \srge basolaterale delle cellule
tiroidee sono presenti recettori per 'ormone t#t@nolante (TSH), glicoproteina
prodotta a livello dell’adenoipofisi, che ha il cpito di stimolare la sintesi e la
secrezione delle iodotironine. A sua volta la seoree del TSH é stimolata dal
fattore di rilascio della tireotropina (TRH), tripiede ad origine ipotalamica. Gli
ormoni tiroidei regolano negativamente la sintesi elascio sia del TRH sia del

TSH, con un meccanismo detto a feed-back negativo

(Fig. 2)
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Fig. 2: Rappresentazione sofatica dell’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide.

Definizione

L’ipotiroidismo congenito (CH) é definito come urefatit degli ormoni
tiroidei presente alla nascita (6). Si stima challenregioni con adeguato apporto
iodico, l'incidenza annua sia di un bambino affexto 3000-4000 nati vivi. Questo
rapporto rende, di fatto, Iipotiroidismo congenit@ndocrinopatia dell'infanzia piu

frequente e una delle cause prevenibili piu corduntardo mentale (2,7).

Classificazione ed eziologia

L’ipotiroidismo congenito € classificato in permate e transitorio. Il termine
permanente si riferisce ad un deficit persisteriglicbrmoni tiroidei tale da richiede
un trattamento sostitutivo a vita; viceversa ihtare transitorio fa riferimento ad un
deficit temporaneo, identificato alla nascita, ef@eincontro a completa risoluzione
nei primi mesi/anni di vita, le cui cause piu fregti sono: deficit d’apporto iodico
nella dieta materna, passaggio transplacentarenticogpi materni bloccanti il

recettore per il TSH, I'esposizione del feto a faomantitiroidei, I'esposizione sia
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materna sia fetale ad un eccesso di iodio comeasal d’assunzione d’amiodarone o
dell'uso di disinfettanti iodati, 'emangioma egaticongenito (6).

L'ipotiroidismo permanente € suddiviso ulteriormenin primario e
secondario (o centrale), quest’ultimo conseguenzaggenere, di un difetto nella
produzione del TSH, isolato o, piu frequentemeasspciato al deficit di altri ormoni
ipofisari nellambito di un quadro di panipopitugrio congenito, oppure, ancor piu
raramente, di una resistenza all'azione del TRH.

Infine sono note forme di ipotiroidismo congenjtermanente ad origine
periferica dovute, ad esempio, ad un quadro dstesza periferica all'azione degli
ormoni tiroidei (8) oppure conseguenza di una matez a carico del gene
codificante per il trasportatore MCT-8 (9).

Nei paesi con adeguato apporto iodico, I'85% dédlene di ipotiroidismo
congenito € dovuto ad un quadro di disgenesiadtaill restante 10-15% € invece la
conseguenza o dell’alterazione di una o piu fadadsntesi ormonale, la cosiddetta
disormogenesi, o di difetti nel trasporto, nel rbetsmo o nell’azione periferica

degli ormoni tiroidei (6).

Ipotiroidismo da disgenesia tiroidea

Negli ultimi anni € stato dimostrato come mutaziancarico dei fattori di
trascrizione come TTF-1, TTF-2 e PAX-8, i quali s@spressi molto precocemente
durante lo sviluppo della ghiandola tiroidea e la onplicazione nel processo
d’embriogenesi € innegabilmente dimostrata neglilissui topi knock-out, possono
condurre a quadri di disgenesia tiroidea (7,10).

Con questo termine s’indica un insieme di condiziogterogenee

caratterizzate da un’alterazione nel normale psixedi sviluppo della tiroide.
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Esse vanno dall’ectopia (80% dei casi), allagem¢20% dei casi) fino all'ipoplasia
(5% dei casi) tiroidea (10).

I TTF-2 (0 FOXE1) é una fosfoproteina il cui geme localizzato sul

cromosoma 9 in posizione 9g22. Essa partecipa @alraltn trascrizionale delle
regioni promotrici sia della TG sia della TPO.
Bamforth et al. hanno descritto nel 1989 I'omonisiadrome, studiando il caso di
due fratelli, nati da genitori consanguinei, cheesgntavano agenesia tiroidea,
palatoschisi, capelli a spazzola, alterazione dedlene e dell’epiglottide (11). La
somiglianza tra questo fenotipo e le anomalie ngede nei topi foexl knockout
porto Clifton-Bligh et al. ad analizzare questi ipati per il gene FOXE1l e ad
identificare la prima mutazione omozigote misse#gbV) (12).

I TTF-1 (0 NKX2A o T/ebp) e un fattore di trasdone appartenente alla
famiglia delle NKX2, il cui gene e localizzato submosoma 14 in posizione 14q13.
Esso regola la trascrizione dei geni della TG,ad@lPO, del TSHR e dello SBP
(surfactant protein B), proteina espressa neliédipitpolmonare. Delezioni geniche,
anche in eterozigosi, sono in grado di determimgiadri di ipotiroidismo congenito
associato ad una sindrome da distress respiragaaub alterazioni neurologiche: tale
associazione dimostra il ruolo che questo fatt@eron solo nello sviluppo della
ghiandola tiroidea, ma anche in quello dellapparatspiratorio e del sistema
nervoso centrale (2,13).

Gli studi sul Pax-8, fattore trascrizionale il cgene e localizzato sul
cromosoma 2 in posizione 2g12-14, hanno dimostilaguo ruolo chiave nello
sviluppo embriologico della ghiandola tiroidea, obé quello di regolatore della
trascrizione delle regioni promotrici del gene 8885, della TG, in sinergia con il
TTF-1, ed infine di quello della TPO. Proprio paregto gene € stata osservata una

stretta dipendenza dal Pax-8: un’alterata funzidnejuest'ultimo € in grado di
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determinare una ridotta espressione della TPO eodseguenza un difetto nel
processo di organificazione. Mentre nel topo knoatksolo gli omozigoti sono

affetti, nel'uomo é sufficiente una delezione iterezigosi affinché s’instauri un

guadro di disgenesia tiroidea. E’ stato inoltreeogato come tale fattore ha un ruolo
nello sviluppo del rene, poiché esso attiva il potone del Wilms’' tumor gene

(WT1), e come una sua alterazione possa condugeadri di disgenesia renale
(2,10).

Il TSHr, il cui gene é localizzato nel cromosomaid4osizione 14g24-931,
appartiene alla superfamiglia dei recettori assoaika proteina G ed é costituito da 7
domini transmembrana. I TSHr comincia ad esserpresso intorno alla
guattordicesima giornata dell’embriogenesi muroaando ormai I'abbozzo tiroideo
e gia migrato ed ha inizio la differenziazione deilicoli tiroidei. Questa
osservazione dimostra come il TSH e importante taomo per le prime fasi di
sviluppo della ghiandola quanto per la successreacita e funzione tiroidea (14).
Mutazioni inattivanti il gene umano del TSHr, in ongosi o in eterozigosi, Sono
responsabili di quadri di resistenza al TSH, rispamnente completi e parziali (15).
Dal punto di vista fenotipico si pud osservare ompéa variabilita: mutazioni
inattivanti il TSHr possono tradursi clinicamenteforme di ipotiroidismo subclinico
con tiroide di dimensioni normali oppure in quaskveri di ipotiroidismo associato a
marcata ipoplasia tiroidea. Il tipo di fenotipo edtbe riflettere I'attivita residua del

TSHr, necessaria al normale sviluppo della ghiamtiobidea (14).
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Ipotiroidismo da disormonogenesi

Disordini congeniti del metabolismo tiroideo possaterivare da un blocco,
sia parziale sia completo, in una qualsiasi de#lsi fdel processo di sintesi e
secrezione degli ormoni tiroidei (3). Essi sonogenere trasmessi con modalita
autosomica recessiva (6).

L’ipotiroidismo congenito legato alla disormonogshese non trattato, porta ad
incremento del TSH, con iperstimolazione tiroideagezzo (16), anche se
guest'ultimo aspetto € di rara osservazione neiliinindividuati allo screening e
trattati precocemente (6).

Il test di dismissione al perclorato e il dosagdella TG sierica rappresentano il
primo passo nella diagnosi differenziale dei pdazieaffetti da ipotiroidismo
congenito da disormonogenesi con una tiroide i $&d).

Le cause di IC da difetti della disormonogenesispos essere dovute ad
alterazioni ereditarie a carico del gene del NI8| gene della TPO, del gene
DUOX2, del gene della TG, del gene SLC26A4 ed eéelegDEHALL.

II NIS (trasportatore sodio-iodio) € una glicopinte espressa sul versante
basolaterale del tireocita ed e responsabile dsptrto attivo dello iodio dal plasma
all'interno della ghiandola tiroidea. Alterazionglia struttura e/o nella funzione del
NIS, conseguenza di mutazioni a carico del suo gdrfle5A5, si possono rendere
responsabile di un quadro raro di ipotiroidismo gmmto, di cui sono stati descritti
circa 60 casi nel mondo. | criteri, proposti dar®iay et al., che definiscono la
cosiddetta sindrome da “difetto di trasporto ddbdio”’(ITD), sono: gozzo con
ipotiroidismo lieve o franco, minima o assente aapne dello radioiodio, mancata
concentrazione dello iodio nelle ghiandole saliwanello stomaco, altri organi ove il

NIS e espresso, necessita di alte dosi di teraysidtstiva (18).
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La tireoperossidasi (TPO) e una glicoproteina dieespecifica, con un breve
dominio transmembrana, espresso sulla superficiealap del tireocita, e una
porzione catalitica affacciata nel lume follicoldf&®). Tale enzima svolge un ruolo
essenziale nella sintesi degli ormoni tiroidei (1168 mutazioni, a carico del gene
della TPO, rappresentano le piu frequenti anomadjenetiche causa di
disormonogenesi, con una prevalenza di 1. 40000imadi (3,20).

Il gene per la TPO é localizzato sul cromosoma@2%2 (Fig. 3) e codifica per una
proteina di 933 aminoacidi. Questa proteina hawegjti di glicosilazione, due ponti
disolfuro e vari gruppi eme, localizzati nei residaidinici della proteina. Il gene é

costituito da 17 esoni e 16 introni e si estendecpea 150 Kb (3).
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Fig. 3: Localizzazione del genglld TPO sul cromosoma 2(2p25)

La trascrizione del gene della TPO e sotto il auhdr dei fattori di
trascrizione TTF-1, TTF-2 e Pax-8, i cui siti dg&ne sono localizzati nella regione
promotrice del gene (16). Il sito di legame, chedah segmento -119 al segmento
-105 della regione promotrice, mostra una notevoilgortanza funzionale,
confermata dal fatto che, delezioni o mutazioniguesta sede, possano ridurre

drasticamente la trascrizione del gene della TPQ. (Eig. 4)
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TPO

Fig . 4: Rappresentazione scheroatilel promotore del gene della TRO

La TPO catalizza sia la reazione di organificaziose quella di
accoppiamento delle iodotirosine, reazioni che wgolgono all'interno della
glicoproteina TG. Il processo di organificaziongeatide da quattro fattori: attivita
della TPO, produzione di perossido d’idrogeno, dlispilita di substrato (TG e
iodio) e la corretta localizzazione di tutti quesitmenti sulla superficie apicale del
tireocita (3). Se per il processo di organificeme la TPO rappresenta un elemento
essenziale, lo stesso non puo essere affermatdl peocesso di accoppiamento, in
guanto esso puo avvenire anche con modalita nhomatiza, anche se in modo meno
efficiente (3,16).

| difetti di organificazione possono essere classif in  quantitativi,
qualitativi e da deficit del perossido d’idrogenoprimi sono i piu frequenti e si
caratterizzano per un’assenza parziale o totaldiwita; i secondi possono essere
dovuti ad un difetto dei gruppi eme, possibile @muenza della perdita dei residui
istidinici, dall’esistenza di un inibitore della TR da anomalie nella localizzazione
intracellulare della TPO, da un’alterata abilitd legare il substrato; infine il deficit
del perossido d’idrogeno, la cui produzione e edsémper l'attivita della TPO (3).

Il difetto totale (TIOD) di organificazione dellmdio € la conseguenza di

mutazioni bialleliche inattivanti del gene della QRo, piu raramente, dovuto a
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mutazioni bialleliche inattivanti del gene DUOX26(20). In letteratura sono state
descritti casi in cui il fenotipo € riconducibild ana TIOD ma che dal punto di vista
genetico presentano mutazioni che interessanongolsi allele del gene della TPO
(20,22). Negli anni sono state individuate piu @irGutazioni a carico della TPO, la
maggior parte delle quali localizzate negli eson8 2 9, codificanti il sito catalitico
eminico della proteina (16).

In pazienti sospettati di avere un difetto parzatetale, I'attivita della TPO é
valutata in vivo tramite I'uptake del radioiodialdest di dismissione al perclorato,
eseguito a tre anni di vita, dopo quattro settimdnsospensione della terapia con
levo-tiroxina (16,20). A causa degli elevati livedli TSH, i pazienti mostrano un
iniziale rapido uptake del radioiodio, che raggiendy massimo livello entro 30
minuti. La successiva somministrazione di perctoi@lO4-) determina, in caso di
difetto totale, una dismissione superiore al 90%, dquanto il radioiodio,
precedentemente captato, non e stato incorporitoT@; in caso di difetto parziale,
la dismissione oscilla tra il 10% e il 90% (16).

Il difetto parziale di organificazione dello iod{fIOD) e piu frequentemente
riconducibile a mutazioni del DUOX2, del DUOXAZ2, llkeSCL26A4, gene la cui
alterazione é responsabile della sindrome di Pendeetalora alla produzione di una
TG qualitativamente alterata (16,20).

La produzione di perossido d’idrogeno, ad operardsistema di proteine ad
attivita ossidasica, rappresenta un passaggio foedile nel processo della sintesi
degli ormoni tiroidei. Di questo sistema fanno pda DUOX1 e la DUOX2 (note
anche come THOX1 e THOX2) due flavoproteine advigdtiNADPH-ossidasica
inserite nella membrana apicale del tireocita .(28gntre il ruolo cruciale della
DUOX2, nel processo di sintesi degli ormoni tirojde dimostrato dall'osservazione

che, mutazioni inattivanti monoalleliche e bialkbke sono cause, rispettivamente, di
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quadri di ipotiroidismo congenito transitorio e pamnente, il ruolo della DUOX1 non
e stato ancora ben definito.

Recentemente é stato identificato un nuovo gemeiilprodotto, DUOXA2
(dual oxidase maturation factor 2), € necessario lpe normale espressione
dell'attivita della proteina DUOX2 (23,24,25).

La TG, glicoproteina dimerica di 660 kDa conteneoteea 125 residui
tirosinici (26), € sintetizzata e secreta dai @i#onel lume dei follicoli tiroidei
(3,17,27) . Essa svolge un ruolo duplice: parteeigdla sintesi degli ormoni tiroidei
e fungere da deposito sia degli ormoni che delttioioin modo da soddisfare sia la
secrezione ormonale basale che un’eventuale autaentiahiesta ormonale
dell’organismo (3). La TG é codificata da un gene2d0 kb, localizzato sul
cromosoma 8 in posizione 8024.2-8924.3, contene#® esoni (3,17,27).
L’espressione genica e indotta principalmente &t Tediante meccanismo cAMP
dipendente, ma anche dai fattori tiroide specifitF-1 e TTF-2, i cui siti di legame
sono situati nella regione promotrice del gengaarticolar modo le prime 200 bp del
promotore sono necessari per il controllo trassnale TSH-cAMP dipendente,
mentre la regione che va dalla posizione -168 pdaizione -42 sembra essere
deputata, almeno nel topo, al legame con i fattascrizionali tiroide specifici sopra
citati (3,27). La sintesi del monomero di TG silizam a livello del Reticolo
Endoplasmatico Rugoso (RER). Dopo un processo diogilazione e di
omodimerizzazione, la proteina € secreta nel luwmlcdlare attraverso la via
dell’apparato del Golgi (3,27). L'80% della TG cmmte tre tipi di regioni, ricche in
cisteina, aminoacido che svolge un ruolo fondamentel mantenimento della
struttura terziaria della proteina, a sua voltaurgitp essenziale per la sintesi degli
ormoni tiroidei; il restante 20% é& costituito da doeminio carbossi-terminale,

omologo dell’acetilcolinesterasi, fondamentale pena corretta maturazione
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conformazionale della TG e per il suo trasportaaieellulare nella sede della
iodinazione e dellormonogenesi (27,28). A liveltella superficie apicale del

tireocita i residui tirosinici della proteina sommlinati e in seguito accoppiati, per
opera della TPO, a formare T4 e, in misura mind@,Nella TG umana sono stati
identificati quattro residui tirosinici, cosiddeticcettori ormonali, in posizione 5,
1291, 2554 e 2747 e tre residui tirosinici, costdiddonatori ormonali, in posizione

130, 847 e 1448. L'ormonogenesi tiroidea richieténiziale iodinazione di due

residui tirosinici, un accettore e un donatore. ®@dgoro accoppiamento, nella sede
dell'accettore e in quello del donatore si rilevaispettivamente, una iodotironina ed
una deidroalanina (3,26,27).

Quando necessario, la TG € portata all’interno tideociti tramite processo di

pinocitosi e trasferita nei lisosomi. Gli ormonrcidei sono rilasciati nel circolo

ematico in seguito alla scissione proteolitica idaproteina & sottoposta (27).

Le mutazioni a carico del gene della TG causanalterazione nella struttura
della proteina, la cui conseguenza é la perditéa depacita di agire da substrato
nella sintesi degli ormoni tiroidei. Si stima cleedrevalenza dei difetti della TG sia
di 1: 40000 nati vivi (3). Sono state descrittend2tazioni a carico del gene della TG,
tra cui 23 mutazioni missenso, 11 mutazioni nonse@slelezioni, 1 inserzione e 11
mutazioni nei siti di splicing, trasmesse con midautosomica recessiva (27). leri
et al. hanno identificato la prima mutazione umdaa.lVS3-3C>G, risultante nella
perdita dell’esone 4 dal trascritto della TG e agliroduzione di una proteina
strutturalmente alterata, con ridotta emivita e sbagsontenuto in iodotironine
(3,27,29).

Le anomalie nella sintesi e/o nella secrezioneadd@llcz possono essere
classificate in quantitative e in qualitative: lenpe sono caratterizzate da livelli di

TG, sia sierici sia tiroidei, bassi o assenti, tampresenza nei lumi follicolari e nel
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siero, di altre proteine iodate, principalmentelbkemina;, le seconde sono
caratterizzate da livelli di TG, sia sierici sieotdei, normali o addirittura aumentati e
sono legate ad alterazioni nella struttura, nelieogilazione o nel trasporto della
proteina nei lumi follicolari.

Il difetto nella sintesi e/o nella secrezione dell& e confermato dalla
mancata elevazione dei valori sierici della praetra la 24’ e la 48’ ora dalla
somministrazione di TSH ricombinante umano (rhTSH)ttavia nei pazienti con
difetto qualitativo della TG, la proteina aumentasi come accade in altri pazienti
con difetti dell'organificazione. | livelli di ornma tiroidei circolanti sono bassi, anche
se, in alcuni casi, la T3 puo essere normale origtdda incrementata. L'uptake del
radioiodio € aumentato, a causa degli elevati llivedl TSH, mentre il test al
perclorato risulta essere negativo. All'ecografjgarienti presentano, nella maggior
parte dei casi, una tiroide ingrandita, talora @apetti d’iperplasia nodulare. Il
guadro clinico di ipotiroidismo puo oscillare da devato a severo; tuttavia in
letteratura sono riportati casi di mutazioni inatti associate ad un quadro di
ipotiroidismo lieve o talora di eutiroidismo (3,27).

La sindrome di Pendred (PDS) €& un disordine comgeaitrasmissione
autosomica recessiva, descritto per la prima vwtal896, causato da mutazioni nel
gene SLC26A4 e caratterizzato da sordita congegiiazo e positivita al test di
dismissione del perclorato. Il gene SLC26A4 é stamppato sul cromosoma 7 e
codifica per la proteina pendrina, che funziona ttasportatore anionico
transmembrana sia nell’orecchio interno sia neitaide, ove ha il ruolo di
trasportare lo iodio attraverso la membrana apichde tireocita. La perdita di
funzione della pendrina si traduce in un difettozde del trasporto dello iodio, con
il conseguente sviluppo di gozzo; tuttavia la maggarte dei pazienti affetti da PDS

risulta essere eutiroideo e solo progressivamesse viluppano un quadro di
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ipotiroidismo lieve. Piu di 100 mutazioni nel geB&C26A4 sono state messe in
relazione alla sindrome di Pendred (30,31).

Lo iodio € componente essenziale degli ormoni di&bie, pertanto, deve
essere sempre disponibile in quantita sufficieeti la loro sintesi. E’ chiaro come,
specie nelle condizioni di carente apporto di tahento, diventa fondamentale il
recupero e il riutilizzo dello iodio non impiegater la produzione delle iodotironine.
Nella tiroide, ma anche nel fegato e nel rene,testuindi un sistema di
deiodinazione delle iodotirosine, che non sono estabinvolte nel processo
d’accoppiamento, a cui fa capo un enzima dotatctidi@ nitroreduttasica,
codificato dal gene DEHALL1. In letteratura sondigdascritti quadri di ipotiroidismo
congenito legati a mutazioni a carico del gene DEHA caratterizzati da gozzo ed

elevati livelli di iodotirosine nel siero e nellene (32).

Clinica, diagnosi e trattamento

Poiché lo sviluppo del sistema nervoso centralérétamente dipendente
dagli ormoni tiroidei, sia durante la vita fetali@a :iei primi anni di vita, € chiaro
come un ipotiroidismo congenito, non tempestivametiagnosticato e trattato, si
rendera responsabile della comparsa di un graveacitdeflello sviluppo
neuropsicomotorio del bambino (16).

Diversi studi hanno dimostrato come la tempisticen cui € avviata la terapia
sostitutiva a base di Levotiroxina (L-T4) e fondantade per 'outcome neurologico
del bambino.

Frequentemente le manifestazioni cliniche dellifmaismo congenito alla
nascita sono sfumate o addirittura assenti, caistta che in passato, prima

dell'avvento dello screening neonatale, non pemwatti formulare la diagnosi.
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| segni e sintomi piu comuni comprendono: peso akacita maggiore del 90°
percentile, ernia ombelicale, macroglossia, cuteedematosa, ittero neonatale,
diastasi delle fontanelle, difficolta nella suzipngotonia muscolare, ritardo
nell’acquisizione psicomotoria, sonnolenza, stipsi turbe nell’accrescimento
scheletrico (6).

La diagnosi di ipotiroidismo congenito trova il ssisumento principale nello
screening, effettuato su tutti i nuovi nati, tratérzo e il quinto giorno di vita,
mediante dosaggio del TSH su spot di sangue piteleld tallone.

In Italia il programma di screening e stato avvjatovia sperimentale, nel 1977 e da
allora si e esteso a tutta la nazione, permetteondbl’eradicazione di quei quadri di
ritardo mentale, conseguenza di un’ipotiroidismagenito misconosciuto (33).
Valori di TSH su spot di sangue superiori a 15 mlifitlicano una positivita allo
screening e dovranno essere confermati mediadtesédggio su siero sia del TSH sia
del fT4. Contestualmente verra eseguito uno stadagrafico della tiroide al fine di
escludere un quadro di disgenesia tiroidea. Alldtire anni si potra procedere allo
sospensione temporanea della terapia sostitutivéinal di definire I'eventuale
carattere di permanenza del quadro di ipotiroidigmgenito e, qualora si sospetti
un difetto della organificazione dello iodio, esggwna scintigrafia tiroidea e un test

di dismissione al perclorato (6,33).
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SCOPO DELLO STUDIO

Il presente studio ha come scopo I'analisi genedicé pazienti individuati
all'interno di un gruppo di 32 bambini affetti daotiroidismo congenito o da
ipotiroidismo giovanile con tiroide in sede. Ingajruppo i bambini sono stati divisi
in quelli che presentano un lieve difetto dellaamifjcazione dello iodio, in quelli
che hanno un grave difetto della organificazionbodedio ed infine in coloro che
presentano una TG indosabile nel siero.

Il gruppo dei 6 pazienti con IC e tiroide in sedggetto del nostro studio, &
composto da 4 bambini con un test al perclorattefeente positivo, che indica un
difetto totale della organificazione dello iodio,da 2 bambini che hanno una TG
sierica indosabile.

Nei 4 pazienti positivi al test al perclorato etstaequenziato il gene della
TPO. In 2 di questi pazienti, privi di anomalie gehe della TPO, é stato sequenziato
anche il promotore del gene della TPO e il gene BRO

Il gene della TG e stato analizzato nei 2 pazieh8 presentano una TG

sierica indosabile ed un test al perclorato negativ
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PAZIENTI

Il gruppo di studio comprendeva 6 pazienti affdtiipotiroidismo congenito
con tiroide in sede. Cinque bambini venivano idedii alla nascita mediante
dosaggio del TSH su spot di sangue, mentre un m&azieniva identificato in un
periodo post-natale in quanto nato in .epoca preesing.

Dopo la diagnosi i pazienti iniziavano la terapimnonale sostitutiva con

Levotiroxina.
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Pazienti identificati allo screening neonatale

Sul totale di 6 pazienti, 5 erano identificati meete screening alla nascita (#
1, 2, 3, 4, 5). (Tabella 1) | pazienti erano tutéiti a terminef 37° settimana di

gestazione), i bambini # 1, 2, 3 con parto cesaaobambini # 4, 5 con parto

eutocico, da gravidanze con decorso non complicato.

Condizioni TSH sierico | Tg sierica in
TSH sierico Test al biochimiche dopo occasione
Paziente | alla nascita | perclorato dopo sospensione| del test al
(v.n.: 0,43,4 (%) sospensione | della terapia perclorato
pU/ml) della terapia | (v.n.: 0,4-3,4| (v.n.: 525
pu/ml) ng/ml)
#1 50 - - - -
- 7 Ipotiroidismo 75 <0,5
#2 franco
75 100 Ipotiroidismo 75 300
#3 franco
520 99 Ipotiroidismo 75 525
#4 franco
263 99 Ipotiroidismo 75 1025
#5 franco

Tabella 1: Pazienti positivi allo screening neoiade.

Sono indicati: il TSH sierico alla nascita, i valadel test al perclorato, le condizioni biochimiche
tiroidee dopo la sospensione della terapia sostitutcon Levotiroxina, il TSH e la TG sierici al
momento dell'esecuzione del test al perclorato.

NOTE: il trattino indica un dato non disponibilee@i testo).

La paziente # 1 nasceva da prima gravidanza anermon parto cesareo, da
genitori consanguinei, con peso di 3100 gr e lumghedi 51 cm. La bambina
risultava positiva allo screening per ipotiroidismaongenito, dato confermato dal
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riscontro di valori sierici di TSH > 50 pU/ml (vQ,4-15 pU/ml), che indicavano uno
stato di franco ipotiroidismo. La terapia sostitatia base di Levotiroxina, veniva
intrapresa in ventesima giornata di vita, grazia gluale la paziente raggiungeva
progressivamente uno stato di eutiroidismo, moattonel tempo con controlli prima
mensili e poi semestrali presso il centro di sarggndi riferimento regionale.
Durante la crescita si rendeva evidente un quadrayrdve ritardo mentale,
confermato nell’ambito di una successiva visitacggistica neuropsichiatrica.

La bambina si presentava per la prima volta, al'ei tredici anni,
all'attenzione del nostro ambulatorio dedicatoipditiroidismo congenito. Veniva
fornita documentazione attestante la normalitadgia funzionalita tiroidea (TSH
1,7 pg/ml, fT4 11,9 pg/ml), sotto terapia sostuati sia della funzione uditiva,
valutata con precedenti esami audiometrici, da® a@hpermetteva di escludere una
sindrome di Pendred. Era stato eseguita anche acaetografia che mostrava
'assenza di associazione tra tireopatia e malfarome cardiaca congenita. Altro
dato di rilievo era il riscontro di un’amenorreainparia. Nella valutazione
dellanamnesi familiare si rilevava che anche laeba minore era affetta da
ipotiroidismo congenito, identificata allo screemi® precocemente trattata con
terapia sostitutiva. Ella tuttavia non presentawvajuadro di ritardo mentale. Il padre,
unico genitore vivente, riferiva un’anamnesi peedemegativa per tireopatia, dato
confermato da una successiva valutazione dellddnoalita tiroidea.

Si sottoponeva la paziente ad una serie di accerntndiagnostico-
strumentali tra cui un prelievo ematico, i cui Hati confermavano il precedente
stato di eutiroidismo sotto terapia e che rivelavédimdosabilita della TG nonché
'assenza degli anticorpi anti-TPO e anti-TG. L'grafia del collo mostrava una
tiroide in sede, di dimensioni normali, ipoecogendisomogenea, priva di noduli.

Dato il forte stato di agitazione psicomotoria dddambina, non era stato possibile
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effettuare una valutazione morfo-funzionale deitaide mediante una scintigrafia

con |-123 associata al test al perclorato.

La paziente # 2 nasceva da terza gravidanza arerroon parto cesareo,
sorella della paziente # 1. La bambina veniva ifleata allo screening per
ipotiroidismo congenito, dato confermato successmate mediante valutazione di
TSH e fT4 su siero. La terapia sostitutiva a baselLeévotiroxina veniva
somministrata fin dai primi giorni di vita. Il suessivo sviluppo neuropsicofisico
risultava nella norma.

In concomitanza della prima valutazione ambulateridella sorella la
paziente veniva sottoposta a un prelievo ematicai risultati rivelavano un quadro
di eutiroidismo sotto terapia, lI'assenza degli @rpi anti-TPO e anti-TG e
I'indosabilita della TG (< 0,5 ng/ml, v.n. 5-25 ng). L’ecografia del collo mostrava
una tiroide in sede, con dimensioni nella norma.

All'eta di sette anni veniva programmata I'esecoeia@i una scintigrafia con
I-123 e del test al perclorato. Pertanto si procadala sospensione della terapia
sostitutiva con Levotiroxina circa un mese primd tist. In questo periodo la
bambina sviluppava un quadro di ipotiroidismo f@ncaratterizzato da lieve
sonnolenza, pelle secca, gozzo e valori siericT8H > 75 pU/ml (v.n. 0,4-4,5
pu/ml), fT4 < 1,1pg/ml (v.n. 1,15-12,95 pg/ml), fTB29 pg/ml (v.n. 2,75-6,91
pg/ml), TG indosabile (< 0,5 ng/ml) e anticorpi iah e anti-TPO negativi. La
scintigrafia mostrava una tiroide in sede, di disieni aumentate, con disomogenea
captazione del tracciante. | valori di captaziofia 8° ora erano del 13,3%, quelli
alla 24° ora del 12,4%. Dopo un’ora dalla sommia@bne del perclorato di

potassio si aveva una dismissione del 7%. Qued ekcludeva un difetto della
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organificazione dello iodio. La terapia sostitutiveon Levotiroxina veniva

reintrapresa al dosaggio di 100 pg/die.

Il paziente # 3 nasceva a termine con parto cesamvoindice di APGAR
nella norma e con peso corporeo di 2870 gr. Laidaaza era decorsa regolarmente,
senza assunzione di farmaci con eventuale azidite@dea e senza I'uso di tintura
di iodio al momento della nascita. Risultava pwsitiallo screening per
I'ipotiroidismo congenito con valori su siero, aausettimana dalla nascita, di TSH >
75 pU/ml (v.n. 0,4-15 pU/ml), fT4 < 0,3 pg/ml (v.h,15-12,95 pg/ml), fT3 1,7
pag/ml (v.n. 2,75-6,91 pg/ml), anticorpi anti-TG atialPO negativi e TG > 300
ng/ml (v.n. 5-25 ng/ml). Anche il quadro clinicordermava l'ipotiroidismo franco:

il bambino si presentava itterico con sonnolenzsgppetenza e scarso incremento
ponderale. Veniva intrapresa la terapia sostitutiva Levotiroxina, grazie alla quale
si raggiungeva la condizione di eutiroidismo. Unacgssiva valutazione ecografica
mostrava una tiroide in sede, volumetricamente atae e di aspetto disomogeneo.

All’eta di tre anni si programmava l'esecuzioneutia scintigrafia tiroidea
con [-123 e del test al perclorato. Pertanto sc@deva alla sospensione della terapia
sostitutiva un mese prima dellesame, periodo nedle) il paziente diveniva
francamente ipotiroideo con valori di TSH > 75 pU/fM4 < 1 pg/ml, fT3 1,2 pg/ml
TG > 300 ng/ml ed anticorpi anti-TG e anti-TPO raegala scintigrafia mostrava
una tiroide in sede, con captazione alla 3° e 2dlaora rispettivamente del 39% e
dello 0,1% e dismissione dopo la somministraziongetclorato di potassio del
100%. Il test indicava chiaramente un difetto ®tdél processo di organificazione
dello iodio. La terapia sostitutiva con Levotiroaimeniva reintrapresa al dosaggio di
50 pg/die. Sia i genitori, non consanguinei, siafnatello, nato successivamente,

risultavano non affetti da alcuna tireopatia.
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La paziente # 4 nasceva alla quarantunesima setiirda gestazione con
parto naturale, con un peso corporeo di 3570 gr,ww@ lunghezza di 51 cm e una
circonferenza cranica di 36 cm. Risultata posialla screening per l'ipotiroidismo
congenito, veniva richiamata a due settimane @i, yatesso il centro di screening di
riferimento regionale, per valutare i valori sureieli TSH e di fT4, che risultavano
essere rispettivamente di 520 pU/ml (v.n. 0,4-13npiYe di 0,29 pg/ml (v.n. 1,15-
12,95 pg/ml). L'ecografia del collo mostrava unaiagidola tiroidea in sede e
aumentata di volume. Pertanto si procedeva allansoistrazione della terapia
sostitutiva con Levotiroxina, grazie alla qualebkembina diveniva progressivamente
eutiroidea.

Il carattere di permanenza del quadro di ipotisnald congenito veniva
confermato, mediante sospensione temporanea @edlpia sostitutiva, all’eta di tre
anni.

All’'eta di dieci anni, presso il nostro dipartimendi Endocrinologia, veniva
programmata l'esecuzione di una scintigrafia tieaidcon 1-123 e del test al
perclorato di potassio. Dopo l'interruzione de#aapia sostitutiva, la paziente veniva
sottoposta a prelievo ematico, che indicava valofiSH > 75 pU/ml , fT4 < 1pg/ml,
fT3 1,6 pg/ml, TG > 525 ng/ml e anticorpi anti-TP® anti-TG negativi, e a
un’ecografia del collo che indicava una ghiandolamentata in dimensioni,
finemente disomogenea e normoecogena, priva dilinddu scintigrafia tiroidea
mostrava una disomogenea distribuzione del trateianlla ghiandola. Ad un’ora
dalla somministrazione del perclorato di potaskiajismissione risultava essere del
99%. Il test evidenziava cosi un difetto totalé mlecesso di organificazione dello

iodio.
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Sia la madre sia il padre venivano indagati medidat/alutazione del profilo
ormonale tiroideo e con un’ecografia del collo. Menla madre risultava essere
eutiroidea, il padre presentava la positivita degliicorpi anti-TG (137 U/ml, v.n.<

1-30) e una tiroide ecograficamente ipoecogenairdargnsioni normali.

La paziente # 5 nasceva da gravidanza regolarnoem@otta a termine con
parto eutocico. Identificata allo screening pepdtiroidismo congenito, presentava
valori su siero di TSH > 263 pU/ml (v.n. 0,4-15 @iy e di fT4 0,4 pg/ml (v.n. 1,15-
12,95 pg/ml). Anche la clinica confermava un quadrofranco ipotiroidismo in
guanto la bambina si presentava itterica, con @deca, pianto rauco, stipsi,
macroglossia, fontanella posteriore pervia (1cmxXlenernia ombelicale. Veniva
pertanto intrapresa la terapia sostitutiva con Lieexina. Successivamente eseguiva,
presso il centro di medicina nucleare di riferintgnina scintigrafia con 1-123 che
mostrava una ghiandola in sede.

La paziente si ricoverava all’eta di diciotto apnésso il nostro dipartimento
di Endocrinologia per una piu accurata valutazia®® quadro di ipotiroidismo
congenito. All'osservazione si presentava astenican eloquio rallentato e
sensazione di freddo mentre all’esame obiettivitrégde risultava non palpabile. La
terapia a base di Levotiroxina 100 pg/die era staspesa da circa un mese. |l profilo
ormonale tiroideo indicava un TSH >75 pU/ml, fT4 gd/ml, fT3 1,19 pg/ml, TG
1025 ng/ml (v.n. 5-25 ng/ml) e gli anticorpi antisTe anti-TPO negativi. L'ecografia
del collo rivelava una ghiandola tiroidea di dimens normali, ad ecostruttura
finemente disomogenea e ipoecogena. Veniva esegudascintigrafia tiroidea con
I-123 e test al perclorato che mostrava una captazella 3° ora del 5% e una

dismissione ad un’ora dalla somministrazione dcleeato di potassio del 99%. Il
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risultato del test indicava un difetto totale nedqesso di organificazione dello iodio.
La terapia veniva pertanto reintrapresa al dosagigl®0 pg/die.
Successivamente la paziente veniva seguita préssostiro ambulatorio dedicato

all'ipotiroidismo congenito con controlli a caderamanuale.

Pazienti non identificati allo screening neonatale

La paziente # 6 si ricoverava presso il nostro rtiip@nto di Endocrinologia
all’eta di 45 anni per un ipotiroidismo congenitattato tardivamente associato a
gozzo multinodulare non tossico e cretinismo.

Al'anamnesi familiare risultava una positivita pgreopatia (la madre era
affetta da gozzo nodulare) mentre allanamnesilpgica remota si rendeva evidente
una lunga storia di cretinismo, inizialmente ritenuna forma aspecifica di ritardo
mentale ed attribuito ad un quadro di ipotiroidiscomgenito all’eta di tre anni. Solo
allora veniva intrapresa la terapia sostitutiva tewotiroxina. All'esame obiettivo
effettuato all'ingresso si confermava la grave ralteone dello sviluppo
psicosomatico della paziente. Il peso corporeoparaa 45 kg, I'altezza pari a 145
cm e il BMI pari a 21,4 kg/m2. L’abito corporeo liamava il quadro del nanismo
disarmonico. All'ispezione e alla palpazione dejiome del collo si evidenziava una
tiroide di dimensioni superiori alla norma con ati& un nodulo duro di circa 5 cm,
che si affondava nel giugulo. Allo scopo di stabilla natura eziopatogenetica del
guadro di ipotiroidismo congenito si procedeva afiutazione del profilo ormonale
tiroideo che presentava, sotto terapia con Lewatiay valori di TSH 0,032 pU/ml
(v.n. 0,4-4,5 pU/ml), di fT4 15,6 pg/ml (v.n. 1,12,95 pg/ml), di fT3 4,78 pg/ml
(v.n. 2,75-6,91 pg/ml), di TG 42,1 ng/ml (v.n. 5-8§/ml), anticorpi anti-TG, anti-
TPO e TRADb negativi. Veniva eseguita un’ecografed collo che confermava il

guadro emerso all’lesame obiettivo ed evidenziawa natura calcifica del nodulo a
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sede nel lobo destro tiroideo. Un’Rx del toracena Tiac collo-torace evidenziavano
immersione retrosternale del gozzo con deviazianacheale a sinistra. A
completamento dell’ iter diagnostico si programmava test con rhTSH (TSH
ricombinante umano), somministrato i.m. per trermgiaconsecutivi alla dose di
4ug/kg/die e seguito dal dosaggio di TSH, T4, f@3TG. | livelli della TG
aumentavano progressivamente fino a raggiungeeddte di 97,2 ng/ml.
Successivamente si effettuava una scintigrafiadie con 1-123 e test al
perclorato di potassio, che rivelava una tiroidsede, di dimensioni aumentate, con
disomogenea distribuzione del tracciante. La foiorez nodulare palpabile appariva
fredda. Ad un’ora dalla somministrazione del peaeo di potassio, si aveva una
dismissione del 91%. Il test era pertanto positdoindicava un difetto totale nel
processo di organificazione dello iodio.
Date le dimensioni del gozzo e la presenza del Inodalcifico nel lobo destro
tiroideo, si procedeva all'intervento di tiroidest@a totale. L'esame istologico
deponeva per un gozzo nodulare. Si consigliava rdsqguire con la terapia

sostitutiva al dosaggio di 100 pg/die.

Controlli

Come controlli sono stati usati 60 soggetti nortafda malattie tiroidee con

eta media di 39 anni e range 11 — 66 anni.
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MATERIALI E METODI

TEST IN VIVO

Ecografia tiroidea

L'esame ecografico della ghiandola € stato sempegweto da un stesso
esaminatore utilizzando un apparecchio ecografitengpo reale (Technos Esaote

Biomedical) collegato ad un trasduttore linear®& (AHz).

Test al perclorato

Il test & stato eseguito secondo una metodica ittasda Beckers. Tre ore
dopo la somministrazione di*3, 2.96 MBg, veniva acquisita per 5 minuti
un'immagine anteriore della tiroide utilizzando ugamma-camera munita di un
collimatore ad alta risoluzione e bassa energiadmazione defdl era determinata
usando una tecnica a regione d’interesse (ROIl)coh&onta i colpi sulla tiroide con
quelli di uno standard. Successivamente, erano soistrati per via orale 400 mg di
perclorato di potassio (KCL{ Un'ora piu tardi era ripetuta I'acquisizione
utilizzando lo stesso metodo. La dismissione deitho era calcolata come rapporto
tra attivita sulla tiroide prima e dopo somminigtcme del perclorato di potassio,

secondo la formula:

100 - attivita sulla tiroide dopo KCIO4 (cpmy 100)
attivita sulla tiroide pre KCIO4 (cpm)
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Il nostro controllo positivo era una ragazza affetta IC, con difetto di
organificazione dello iodio (dismissione dopo uma’oda somministrazione di
perclorato di potassio: 99%). Il controllo negatema rappresentato da venti soggetti

adulti non affetti da patologia tiroidea (dismisg00.5 — 2.5 %).

PROVE DI FUNZIONALITA' TIROIDEA

| valori delle frazioni libere degli ormoni tiroidsono stati dosati presso il
Nostro Dipartimento tramite metodo radioimmunonuetriFT4 RIA, FT3 RIA,
Lysophase, Technogenetics SpA, Milano, Italia)T3H e stato dosato con metodo
sensibile (sensitive-TSH IRMA, Delfia, Wallac, Famidia). Gli anticorpi anti-
tireoperossidasi e anti-tireoglobulina sono statisurati mediante dosaggio
immunofluorimetrico (AIA-PACK Tg Ab/TPOAb, Tosoh @u, Tokyo, Giappone).
L’escrezione urinaria dello iodio e stata misuraiadiante metodo colorimetrico
usando un autoanalyzer (Technicon, Tarrytown NY) rezlltati sono stati espressi in
microgrammi di iodio per litro di urina. Gli antiqu diretti contro il recettore del
TSH sono stati misurati usando dosaggio radioredalt commerciale (TRAK

human, B.R.A.H.M.S., Berlino, Germania).
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SEQUENZIAMENTO GENICO

Estrazione DNA da sangue

I DNA genomico e stato estratto da linfociti, arjp@ da 200ul di sangue
periferico utilizzando QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, MI). Il DNA cosi

recuperato e stato risospeso in 200i H,O e conservato a 4°C.

Amplificazione genica

Gli esoni del gene della TG, del gene della TPOpdanotore del gene della
TPO e del gene DUOX2 sono stati amplificati tramRER, utilizzando ilkit

HotStartTa§ PCR(QIAGEN, M), secondo il seguente ciclo di reazon

— Denaturazione iniziale, 15’ a 95°C

TN
— denaturazione, 1’ a 94°C,
- annealing, 1’ a 60°C, > per 35 volte

— extension, 1'a 72°C,

— mantenimento a 4°C per tempo indefinito. _

Le sequenze dei primers utilizzati per 'amplificaze del gene TG sono riportati
in tabella insieme alla lunghezza in paia di basidiversi frammenti amplificati.

(Tabella 2)
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Fragment

Esone Primer sequence (5-3’) lenght (bp)
Fw cgttctgttcccccacagtt
1 g g g 338
Rev gct ccat ggcct cagaact t
Fw ccacactcttctttgatgaa
2 242
Rev agt t gcagggcagagct caggaa
Fw ccactccactctctccct aa
3 327
Rev gct cagt cacccacccaaa
Fw aa agcatgagttt
4 gggaagggag gag 355
Rev ggat cgcagt gaggaaa
Fw acacgagt gcat at
5 ggg gagtg g 299
Rev agt gt gggct gcgt caggt gat
Fw cttgtgatgacttgcctt
6 g gtgatg g 260
Rev cagtcactctagctgtgcett
- Fw ct gaat gagaccat ct ct gaa o
Rev cacgcacattgttggcagtt
8 Fw gcat gct gt gaagacaccaa 977
Rev aaagaggaagcccccagaggaaa
Fw gttctggcttcttactacct
9a 570
Rev CTTCTTGICTCCCTCCAT
9b Fw CCCAAAGAGACTCCAGCAAA 477
Rev GTCGTGCATGATGGGACAAA
9 Fw TGIGCCAGAAGATGT GGCAA o
c
Rev agggcct aaagagagact ca
Fw acggagtttggacagtt
10a gacggag gg g 363
Rev TTTCCGGAAGCTGCTTCT
Fw TGCCAAGCTGCTAGTGAA
10b 460
Rev ccctcccact agacat cct t
Fw cgt ga cacacatgctt
11 gtgaggg g 404
Rev aggat gact gaggagagac
Fw agct acagagcccacacaga
12 d dad g 237
Rev t gt ccact t ggccacct gaa
Fw tccctagtgcaattcctgaa
13 g 9t9 g 182
Rev t agaccagt gat gcccaccaa
Fw ccacgaccagtcctttacaa
14 208
Rev at ct ct gaccagcggggacaa
Fw cat ct gccagcagcaggt t
15 d gcageagg 259
Rev gacacgaagccagctcttt
Fw act gattccccagcccat ct
16 323
Rev cccagcttctctagtact
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Fragment

Esone Primer sequence (5-3’) lenght (bp)
Fw agaaggagacacccacaa
17 gagaaggag 326
Rev gcaggat agat gct ct gat
Fw cagaggaaat cccaa
18 e 278
Rev ccct gagtt gagt ccaa
Fw ta tt ggt ggaggat t
19 gtagggttggtggagg 327
Rev ct cagagaggct gcat agct t
Fw ccct agcagagt acagt
20 e < 313
Rev cacat ggct ccacaggagat
Fw tgtgttct att gt
21 gtgtg ggg g 264
Rev cattgcagggcttttct
Fw att ccagaggcccatt
22 d gadg 280
Rev agccctt gagact act
Fw cttctctgcagat gcccta
23 dgeagatyg 220
Rev ccacaccttcttctgagt
Fw aaagccaggt gagt ga
24 ggg g ggtgagtig 199
Rev acagcggat gaggagcagaa
Fw tta tt ggat gaat
o5 gg gggtiggatg g 361
Rev agcgt gct gt gct gagt ct
Fw ctctgtccaactct gccat
26 g g g 326
Rev gtgtgtcctggcttctgcat
Fw tca acagagaagagt
27 o[e]e]¢) gagaagag 395
Rev ggagggct cat aagaaagt
Fw agat ctattgcagta
o8 gagat gggg gcag 193
Rev cat gt aat cagcgt cct gct a
Fw accagt ggagt act acccat
29 g gtggag 202
Rev gcacccatttagtctctgcat
Fw aactattcctgtctgaccc
30 - g g 474
Rev ccacagt gat ccat gagt t at gacac
Fw cccagagaat cct gt agaga
31 gag gtagag 313
Rev accacagagccagcagaaca
Fw cat gact acagcaaat ctc
32 262
Rev gtgctgggtatgcttctgtt
Fw ccccaaagcaagaat gact a
33 g g g 274
Rev ggat aggagat gct gaggat
Fw t ct gct gaacaat gt act
34 g gcta g 283
Rev gagct ccat at agct gt cat
Fw cccaccct gaccgat aca
35 321
Rev gcgagt gat at gcaagct a
Fw cacggctgtctttgttact
36 ggctg g 323
Rev cccttacttccaagcatccta
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Esone Primer sequence (5-3) Fragment
lenght (bp)

Fw at ggat gact ggaaga

37 ggat ggat gact ggaag 278
Rev caggat ggct gcaaaggcat a
Fw cagaat gccagt ggagagagc

38 gaat gccagt ggagagag 378
Rev ctgctactgagtcccatttgga
Fw ctttggaat tagt

39 g ggaat ggggt agt gg 318
Rev ggcaaat cacct aacct cagct
Fw t gt gt caaccaagaat caggc

40 99 J 99 368
Rev aaatttccactgtgtgcctag
Fw t gaggacaagagcccagagc

41 gagg gag gag 423
Rev ccaagcaat t gaagccaact ag
Fw at gcagaaccct gat gt

42 gatgcag gatgtgg 381
Rev cagttggtcat cagcctcatg
Fw accagtattggcattcagt at

43 g 99 gtatgg 319
Rev ccagagccctt aggaaat gc
Fw ttgtgtttaatgccatgccc

44 Sl - S 375
Rev cct gaacaccaact gagt ct gc
Fw aat aagaaggtgttc

45 gggaat gggaagaaggt g 344
Rev t agaggggt t aagt ggt gt gt cc
Fw aagggaaagtcttggtttt

46 gaagggaaag g9 g9 340
Rev gagt ct at cgat gcaaat t ggg
Fw t gt ccct cagat accgagt gc

47 g g 9agtd 443
Rev ccccagaccat gaacaact ca
Fw accagagaagagaagtccta

48 g gagaagagaag 380
Rev acagcagcct gggatt caaa

Tabella 2: Lista dei primers senso e antisensoinghti per amplificare il gene della TG. (34)

NOTE: | primers intronici sono riportati in minusio, i primers esonici sono riportati in maiuscolo.

Le sequenze dei primers intronici utilizzati pemtiplificazione del gene della
TPO sono riportati in tabella insieme alla lungleZa paia di basi dei diversi

frammenti amplificati. (Tabella 3)
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8 Y o Fragment
Esone Primer sequence (5-3’) lenght (bp)
Fw agt cagt gga agcc
1 ggag gt ggagggag 424
Rev tctattgtgtcatcccaag
Fw t ggctgcct gectgtccc
2 ggctg g g 364
Rev tgcttgcacat gacactg
Fw ccgcagt gcct gt cacat
3 gcagtg g 386
Rev t gccct gagcaagcagcc
Fw tcatggtttcctatttttcaca
4 208
Rev catgttcagatccaactttcac
Fw tggtgtcttatatctgga
5 gatg gg 391
Rev agcct t ggct cct aaggg
Fw ccaggaagt gcat gat cc
6 ggaagt g g 420
Rev agt gagat gcaccagat a
Fw ccggcct cgaacttcca
7 gccgyg g 698
Rev t gcccgcagccacccagg
Fw t at cct cctcactga
8 999 g 488
Rev gcacat gt accct at gaa
Fw t gagt cgccact gcact
9 JeEe < 361
Rev cgcagcagct gcat gagg
Fw cctgtgcgcettccagtct
10 gtgcd g 395
Rev cgcagaccacct gcct ct
Fw t cct cagcgcct gcacct
11 EE £ 413
Rev gagat gcacgt gct gt aa
Fw aca agctt ggt gt gt
12 gggag ggtgtgtg 346
Rev tttcagaagcaccttttggc
Fw catctgtctgctcctcat
13 404
Rev tggt gatt gacagtt gcc
Fw t ggccaggaca t at
14 agg agg gg9 g 301
Rev acctgtgttagcttcgggaa
Fw cgactt gact gaagt gt
15 g g gaagtgig 369
Rev attctggct cact gt cat
Fw aattcagacgttattaa
16 g gacg 390
Rev gattgcaagagt ggt gt t

Tabella 3: Lista dei primers senso e antisensoiaghti per amplificare il gene della TPO. (22)



Le sequenze dei primers intronici utilizzati pemtiplificazione del promotore
della TPO sono riportati in tabella insieme allagbezza in paia di basi dei diversi

frammenti amplificati. (Tabella 4)

ProTPO Primer sequence (5-3’) IE:}Z%T(%S)

Fw cccctttttcaca t at

1 g ggg 375
Rev aact gcact gct gagt a

) Fw t gaggat gaggggagaat g 342
Rev ct ct ggccgaat gagtt agg
Fw aagcctttgcatcgtgttt

3 gaag g gtg 451
Rev cccaagcccctagttttctt

4 Fw aggat ggct gaat cct caga 482
Rev gacttggagcctcttcatgc
Fw cct agacgct ggt gct ct

5 gacgciggtg g 425
Rev ccagact cggt ggctcatta

6 Fw gagacttttggcagcaaggt 466
Rev agct gt t gggt gaagt ccag

- Fw ggct acaaaacgacct ggag 406
Rev ccat gagcct ccagaaact g

Tabella 4: Lista dei primers senso e antisensoiatihti per amplificare il promotore della TPO. (0

| prodotti di PCR, colorati corBYBR Safe DNA gel stair{invitrogen Eugene,
Oregon, USA), sono stati separati per elettrofosesiun gel d’agarosio all’1%,
insieme ad un marker, per verificarne I'avvenutgbfimazione. | prodotti di PCR
cosi ottenuti sono stati purificati dai residuisdili, oligonucleotidi, deossinucleotidi
non incorporati e dall'eccesso di enzima polimerasin un kit commerciale

PureLink™ PCR Purification kit(Invitrogen Eugene, Oregon, USA), che sfrutta la
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proprieta degli acidi nucleici di legarsi in mamiereversibile a una membrana di

silice, in presenza di sali.

Sequenziamento diretto

A questo punto e stata eseguita la reazione diesea@y utilizzando urkit
commerciale (ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit) che
prevede I'incorporazione dei quattro dideossiteaton, ciascuno legato a un diverso
fluorocromo, da parte dell’'enzimdmpliTag DNA polimerasiGli oligonucleotidi
utilizzati come primer per la reazione di sequesaao quelli usati per la PCR. La
reazione di polimerizzazione a catena e stata @segu un termociclizzatore che

esegue i seguenti cicli:
- denaturazione iniziale, 1’ a 96°C, ™~
- denaturazione, 10” a 96°C,
— annealing, 5" a 50°C, > per 24 volte

— extension, 4’ a 60°C,

_/

— mantenimento a 4°C per tempo indefinito.

by

Al termine della reazione, il prodotto € stato fpoato per eliminare i
dideossinucleotidi fluorescinati in eccesso e i sd@uicleotidi non incorporati,
utilizzando un kit commerciale Centri-sep Spin ColumnApplied Biosystem,
Princeton Separation, INC) e poi corsi tramitetedédresi capillare su sequenziatore
automaticoABlI PRISM 3130xlI Genetic Analyz@Perkin Elmer). Durante la corsa

elettroforetica lungo il capillare, un sensore aattirivela il passaggio di ogni
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frammento, identificando la base terminatrice, eosda della diversa fluorescenza
emessa dai fluorocromi legati ai nucleotidi march8egnali vengono convertiti in
picchi, grazie ad ursoftware indicato per analizzare le sequenze, formando un

tracciato detto elettroferogramma che consentetfarh della sequenza.
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RISULTATI

Tutti i pazienti analizzati avevano una tiroidesede ed erano risultati positivi
allo screening per lipotiroidismo congenito, tnenla paziente # 6, nata in epoca
pre-screening.

Dei 6 pazienti, 4 risultavano positivi al test @&rgorato (# 3, 4, 5, 6), dato
che indicava un difetto totale della organificaaadello iodio. In particolar modo il
paziente # 3 presentava un valore di dismissiohd @@, la paziente # 4 e 5 del
99% ed infine la paziente # 6 del 91%. Nella paeeh 1, dato il forte stato di
agitazione psicomotoria, non era stato possibfiettefare il test al perclorato, mentre
la paziente # 2 risultava negativa, presentandealore di dismissione pari al 7%. |
pazienti # 2, 3, 4 e 5 mostravano, ad un mese daltpensione della terapia

sostitutiva con Levotiroxina, un quadro di franpotiroidismo.

Sequenziamento dei geni analizzati

Il sequenziamento diretto dei 48 esoni del gen&adeb nelle pazienti # 1
e 2 ha rilevato la presenza di una nuova mutazmmgiforme (R768X) a livello
dell’esone 10. Ne risulta che il codone CGA, cawdifite per un’arginina in posizione
768, e sostituito dal codone TGA, codificante irevger un segnale di stop. Tale
mutazione e presente in omozigosi in entrambe #epa # 1 e 2 (che ricordiamo

essere sorelle), nonché nel padre, unico geniigente, in eterozigosi. (Fig. 5, 6)
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Fig. 5: Albero genealogico defamiglia delle pazienti # 1 e # 2.
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Fig. 6: Mutazione R768Xdella TG.
L'elettroferogramma mostra rispettivamente la nzidae in omozigosi (a sinistra), in eterozigosi

(al centro) e la sequenza wild type (a destra)

La mutazione individuata e responsabile della sirdeuna proteina troncata,
la cui struttura contiene ancora i due residuistimi 5 e 130, rispettivamente
accettore e donatore ormonale, necessari perdwoogenesi tiroidea.

Il prematuro codone di stop, tuttavia, eliminaddminio carbossiterminale, omologo
dell'acetilcolinesterasi, fondamentale per una ettar maturazione conformazionale

della TG e per il suo trasporto intracellulare askde dell’ormonogenesi. (Fig. 7)
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Fig. 7: Struttura della Tireoglobulina wild typea) e mutata (b).

Il sequenziamento diretto dei 17 esoni del genadd?O e stato eseguito nei
pazienti # 3, 4, 5, 6. Nel paziente # 3 é statatifieata una mutazione all’interno
dellesone 13 (E746X) mai descritta in letteratuldanomalia, presente in
eterozigosi, determina la sostituzione di una G goa T, per cui al posto della
tripletta GAG, codificante per una glutammina insiamne 746, € presente la
tripletta TAG, codificante per un segnale di st@pg. 8)

La conseguenza e la sintesi di una proteina tranqaiva del dominio che la lega

alla membrana cellulare del tireocita.

Fig. 8: Mutazione E746X della TPO
L'elettroferogramma mostra rispettivamente la seqeewild type (a sinistra) e la mutazione in

eterozigosi (a destra).
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Lo stesso paziente presenta, sempre in eterozigusiseconda mutazione gia

nota, situata a livello dell’esone 14. L'analislldesequenza rivela la duplicazione di

una delle 7 citosine presenti dalla posizione 2alla posizione 2511 (c.2505-

2511insC835fs907X, che chiameremo 907X). La dupitmee, che determina

I'inserzione di una C, causa un cambiamento netliqudi lettura con la comparsa di

un codone di stop nell’esone 16 in posizione 90lageoteina. La proteina risulta

quindi essere troncata e priva del sito di ancacaghversante apicale del tireocita.

(Fig. 9)
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Fig. 9: Mutazione 907X della TPO.
L'elettroferogramma mostra rispettivamente la sewee wild type (a sinistra) e la mutazione in

eterozigosi (a destra)

Nel paziente # 3 é stato sequenziato anche il paneaalel gene della TPO e sono

stati individuati 3 nuovi polimorfismi, espressiomozigosi. (Tabella 5)

Regione Posizione nel DNA r?l?;t:(;ltfcii?gae
Promotore - 708 a>g
Promotore - 801 a>g
Promotore -1119 g>a

Tabella 5: Polimorfismi individuati nel promotoreal gene della TPO del paziente # 3.
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L’analisi genetica dei genitori ha evidenziato cihepadre presenta, in
eterozigosi, la mutazione E746X mentre la madregne, sempre in eterozigosi, la

duplicazione del singolo nucleotide. (Fig. 10)
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Fig. 10: Albero genealog della famiglia del paziente # 3.

Nella paziente # 6 I'analisi molecolare del genkad€PO ha individuato una
nuova mutazione in omozigosi (T561M) all'interndl@sone 10. Il codone ACG,
che codifica per I'aminoacido treonina in posizids@&l, subisce un cambiamento
della seconda base C->T, divenendo ATG e codificgret 'aminoacido metionina.

(Fig. 11)

5 c 3| G N G G C T & T G| G
106

29 1006 29

48



548 KLQVQDQLMNEEL |T|ERLFVLSNSSTLDLAS o7 [ HUMAN]
KLPVQEQLVMNEEL [T | ERLFVLGSSGSLDLGS [Canis |upus faniliaris]
KLQVQGQLMNEEL [T | ERLFVLSNVGTLDLAS [ Mus nuscul us]
KLQVQEQLMNEEL [T | ERLFVLSNVGTLDLAS [ Ratt us norvegi cus]
KLQVQGQLMNEEL |T | DKLFVLSNNGSLDLAS [Gal lus gal | us]
----- EHLMTEEL |T | ERLLVLNVPQNLDLAA [ Danio rerio]

Fig. 11: MutazioneT561M della TPO.
L'elettroferogramma mostra rispettivamente la satsewild type (in alto, a sinistra) e la mutazione
in omozigosi (in alto, a destra). In basso ¢ ripta 'omologia della sequenza tra Homo Sapiens ed

altre specie.

In futuro verra effettuata I'analisi molecolare geine TPO anche nei familiari.

L’analisi genetica dei pazienti # 4 e 5 non ha ewmlato alcuna mutazione a
carico del gene della TPO. Per tale ragione, irstjygazienti, € stato eseguito anche
il sequenziamento sia del promotore del gene délla sia del gene DUOX2.

A carico del promotore sono stati individuati 3 wugolimorfismi espressi in

omozigosi (Tabella 6) mentre nel gene DUOX2 notatagilevata alcuna anomalia.

Regione Posizione nel DNA fl?;itgt?cii?:ae
Promotore -708 a>g
Promotore -801 a>g
Promotore -1199 g>a

Tabella 6: Polimorfismi individuati nel pnmotore del gene della TPO delle pazienti # 4 e 5.
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DISCUSSIONE

L’ipotiroidismo congenito (IC) rappresenta I'endoapatia piu frequente
dell'infanzia, data la sua incidenza annua di 168000 nati vivi nelle aree ad
adeguato apporto iodico. Gli ormoni tiroidei sorssaenziali, sia durante la vita fetale
sia nei primi anni di vita, per il corretto sviluppdell’organismo umano e, in
particolar modo, del sistema nervoso centrale. tBker ragione un ipotiroidismo
congenito misconosciuto potrebbe causare una gadteeazione nello sviluppo
neuropsicofisico del bambino. Lo screening neoeatffettuato su tutti i nuovi nati
tra il terzo e il quinto giorno di vita mediantedibsaggio del TSH su spot di sangue,
consente di individuare un’eventuale condizionendufficiente apporto di ormoni
tiroidei e di attuare tempestivamente un’adegua&t@pia sostitutiva a base di
Levotiroxina.

E’ quindi possibile garantire a tutti i bambini etti da ipotiroidismo
congenito una qualita della vita del tutto sovrappite a quella dei bambini sani.
Essi potranno raggiungere un normale livello diuppo non solo psicofisico ma
anche sessuale, aspetto quest'ultimo da non sbitava in quanto questi bambini
diventeranno degli adulti clinicamente sani, capeactanto di procreare e trasmettere
alla propria progenie I'eventuale difetto genetidia base della loro tireopatia.

E’ prevedibile quindi che nel prossimo futuro poésserci un aumento dei
casi di ipotiroidismo congenito e questo rende &mentale lo studio dei meccanismi
genetici e molecolari alla base di questa cond&iper poter fornire alle future

coppie una consulenza genetica adeguata.
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Nei paesi con adeguato apporto iodico la disgentsiaddea € causa di
ipotiroidismo congenito nell’80-85% dei casi. Talendizione, che raggruppa sotto
di sé i quadri di agenesia, ipoplasia e ectop@diéa, € conseguenza principalmente
di alterazioni genetiche a carico dei fattori diserizione TTF-2, TTF-1 e PAX-8,
coinvolti nellembriogenesi tiroidea. Nel restant®-20% dei casi la tiroide si
sviluppa correttamente ed il difetto e ricondu@hdll’alterazione di una o piu fasi
della sintesi e della secrezione degli ormoni dieai

Ancora una volta la genetica & chiamata in causaquanto la
disormonogenesi puo essere la conseguenza diionitdzasmesse prevalentemente
con modalita autosomica recessiva, a carico prahtipnte dei geni TPO e TG, ma
anche dei geni NIS, DUOX2 e DUOXAZ2.

Difetti totali nel processo di organificazione d@eliodio (TIOD) sono in
genere determinati da mutazioni bialleliche inaitity (espresse in omozigosi o in
eterozigosi composta) il gene della TPO o, piumenate, il gene DUOX2, il quale
invece é piu frequentemente coinvolto nei difetirziali di organificazione dello
iodio (PIOD). Questi ultimi possono essere causalire da alterazioni a carico dei
geni DUOXA2 e SLC26A4, la cui mutazione determiaasindrome di Pendred che
associa alla P1OD la sordita neurosensoriale (1830

Le mutazioni a carico del gene della TG possonsa@uanomalie di sintesi
sia di tipo quantitativo, caratterizzate da livslgrici di tireoglobulina bassi o assenti,
sia di tipo qualitativo con la sintesi di una progestrutturalmente alterata ma i cui

livelli sierici sono normali o addirittura aumentég).
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Mutazioni a carico del gene SLC5A5 determinanoratieni nella struttura
e/o nella funzione del NIS, rendendosi cosi resploites di un quadro di
ipotiroidismo con mancata captazione del radioicdia scintigrafia tiroidea (18).

Lo scopo del nostro studio e stato quello di idaatie le possibili alterazioni
genetiche alla base del quadro di ipotiroidismogenito diagnosticato in 6 pazienti
(# 1, 2, 3, 4, 5, 6) con tiroide in sede e un grdietto della organificazione dello
iodio o un difetto della sintesi della TG, afferiil nostro Dipartimento di
Endocrinologia.

Le pazienti # 1 e 2 erano sorelle nate da gentonsanguinei e affette
entrambe da ipotiroidismo congenito, identificatta anascita mediante screening,
con tiroide in sede e tireoglobulina indosabile.daziente # 1 era affetta da ritardo
mentale grave e amenorrea primaria dato che ngultarosimilmente incompatibile
con l'ipotiroidismo congenito trattato precocemeateoneva il dubbio di un ulteriore
deficit a livello centrale.

| bambini # 3, 4 e 5 erano pazienti affetti da igwadismo congenito
diagnosticato mediante screening neonatale. Laepezi# 6 arrivava alla nostra
attenzione all’eta di 45 anni con un quadro diioi®ino e nanismo disarmonico
attribuito a un ipotiroidismo congenito diagnostacanel periodo post-natale in
guanto la paziente era nata in epoca pre-screening.

| pazienti # 2, 3, 4, 5 e 6 venivano sottopostiatgyrafia tiroidea con 1-123 e
al test al perclorato, indagini non eseguite ngdaiente # 1 dato il suo forte stato di
agitazione psico-motoria. Nei pazienti # 2, 3, &b esi procedeva pertanto alla
sospensione della terapia sostitutiva con Levatm@xcirca un mese prima
dell’'esecuzione del test. Alla sospensione segunvaytti pazienti, lo sviluppo di un

guadro di franco ipotiroidismo. Nella paziente #a6scintigrafia tiroidea e il test al
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perclorato erano eseguiti sotto terapia sostitutiva Levotiroxina, a seguito della
somministrazione di rhTSH.

Il dosaggio della TG sierica e il test al percloraappresentano i due
strumenti principali per la diagnosi differenzialei pazienti affetti da ipotiroidismo
congenito da deficit della ormonogenesi con tirardsede.

A seguito della sospensione della terapia i vatbrtireoglobulina sierica
risultavano indosabili nella paziente # 2 mentraner nettamente aumentati nei
pazienti # 3, 4, 5 e 6. In particolar modo nellzipate # 6, a seguito della
somministrazione di rhTSH, la TG sierica aument@va a raggiungere il valore di
97,2 ng/ml (vn: 5-25 ng/ml). Nella paziente # lpsbcedeva all'esecuzione di un
prelievo ematico i cui risultati evidenziavano wtato di eutiroidismo sotto terapia
sostitutiva e I'indosabilita della TG.

Il test al perclorato si basa sull’esecuzione da waptazione e di una
scintigrafia tiroidea con il radioiodio (123-1) eul successiva dismissione dello
stesso che si ha dopo un’ora dalla somministrazi@heerclorato di potassio, che e
un inibitore della captazione. Il radioiodio dismesé quello che non é stato
incorporato all'interno della tireoglobulina e cheindi non é stato organificato. Di
conseguenza tanto maggiore € la dismissione tantorportante € il difetto della
organificazione dello iodio. Valori di dismissiore90% indicano un difetto totale
nel processo di organificazione dello iodio (TIODgntre valori tra il 10% e il 90%
indicano un difetto parziale (P1OD) (16).

Tutti i pazienti sottoposti alla scintigrafia tictcga con 1-123 mostravano una
tiroide in sede con disomogenea distribuzione datctante. A seguito della
somministrazione del perclorato di potassio i paizi# 3, 4, 5 e 6 presentavano un
difetto totale della organificazione dello iodioncvalori di dismissione 90%. La

paziente # 2 risultava negativa al test in quamgva un valore di dismissione <10%.
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Per tali caratteristiche l'attenzione del nostrodsi, dal punto di vista
genetico, si € concentrata sui geni della TG ead€&PO, sospettando un IC da
disormonogenesi, e su come eventuali mutazioni recccali tali geni potessero
correlare con il fenotipo dei nostri pazienti. gbazienti # 4 e 5, prive di anomalie
nel gene della TPO, sono stati analizzati anclygeie DUOX2 e il promotore del
gene della TPO. Il sequenziamento del promotottaté sseguito anche nel paziente
# 3.

Nelle pazienti # 1 e 2, partendo dai dati di inddl#a della TG sierica e da
un test al perclorato negativo, si & procedutajaieseziare il gene della TG, rilevando
una mutazione puntiforme (R768X) a livello delleso 10, mai descritta
precedentemente in letteratura. Tale alterazioterméa la sostituzione del codone
CGA con il codone TGA che codifica per un segnalstop al posto di un’arginina.
La mutazione é presente in omozigosi nelle dueepéizé nel padre, unico genitore
vivente, in eterozigosi. La conseguenza dell’altenae genica € la sintesi di una
proteina troncata, priva del dominio carbossiteat@mecessario per la maturazione
conformazionale e il trasporto intracellulare dell&, causa quindi del quadro di
ipotiroidismo franco identificato in entrambe lezgti allo screening neonatale.
Tuttavia la TG mutata possiede ancora i due regichsinici in posizione 5 e 130,
necessari per 'ormonogenesi, e questo potrebbegam il risultato del test al

perclorato che non ha rilevato difetti della ordi@azione dello iodio. (Tabella 7)

Paziente Genotipo Tipo di Test al Stato tiroideo dopo un mese
della TG mutazione perclorato di sospensione della terapia
#1 R768X Inattivante - -
#2 R768X Inattivante 7% Ipotiroidismo franco
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Tabella 7: Correlazione fra le mutazioni trovate hgene della TG delle nostre pazienti, il risultato
ottenuto al test al perclorato di potassio e lotsttiroideo dopo un mese di sospensione della texap
sostitutiva.

NOTE: il trattino indica un dato non disponibilee@ testo).

In letteratura sono state descritte 52 mutazionadco del gene della TG,
classificate in missenso, nonsenso, delezioni,razi@ e mutazioni nei siti di
splicing. La maggior parte della mutazioni causablbcco dei processi di
modificazione post-traduzionali che hanno luogmgpalmente nel RER (reticolo
endoplasmatico rugoso) con la conseguente degmadaziproteosomica dei
monomeri di TG e la riduzione della secreziondadaioteina (17).

Tuttavia la piu frequente mutazione individuataaasiao del gene della TG e
la p.R277X che causa la perdita del dominio caiberssinale della proteina ma non
ne compromette, in modo marcato, la secrezionesesdando cosi di conservare una
parziale capacita nella sintesi ormonale (27).

Difetti nella sintesi e/o nella secrezione della @&isano in genere quadri di
ipotiroidismo congeniti di entita moderati-sevdtiishinuma et al. (35) hanno pero
descritto 26 tipi di mutazioni inattivanti, a caridel gene della TG, che clinicamente
determinano un quadro di eutiroidismo o di ipotliismo lieve.

Nei pazienti # 3, 4, 5 e 6, dato il risultato dedttal perclorato, che risultava
fortemente positivo con valor 90%, e i livelli sierici della TG elevati dopo
sospensione della terapia sostitutiva o, nel casla doaziente # 6, dopo la
somministrazione di rhTSH, si & proceduto al segia@nento del gene della TPO, il
cui prodotto e elemento chiave nel processo dirofigazione dello iodio.

Nel paziente # 3 sono state identificate due mataz carico del gene della
TPO che spiegano e il quadro di ipotiroidismo farevidenziato alla nascita

mediante lo screening, con valori di TSH >75 pU/eljl risultato del test al
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perclorato, con valori di dismissione del 100%. jrana mutazione (E746X), mai
descritta in letteratura, & stata rilevata all'inte dell’'esone 13 ed €& espressa in
eterozigosi. L’anomalia causa la sostituzione d tnipletta GAG, codificante per
una glutammina, con una tripletta TAG, codificapéz un segnale di stop. Il risultato
e la sintesi di una proteina troncata priva del ihionche la ancora alla superficie
apicale del tireocita. La seconda mutazione, pteseempre in eterozigosi, &
localizzata all'interno dell’esone 14 e causa |plaazione di una delle 7 citosine
presenti dalla posizione 2505 alla posizione 2%ltealizza cosi uno slitamento nel
modulo di lettura con la comparsa di un segnalestdp dopo 72 aminoacidi in
posizione 907 della proteina (907X). Come nel cdslla precedente mutazione la
conseguenza € la sintesi di una proteina tronaatapace a legarsi alla membrana
cellulare del tireocita, e che determina la prodneidi una TG scarsamente o per
nulla iodinata. Tale mutazione e gia stata descdi Bikker et al. (36) i quali,
partendo dall’'osservazione che tale anomalia sicé&ssa un quadro di TIOD e che
essa e localizzata in una regione altamente coaisedel gene della TPO, affermano
che tale alterazione genica € la causa dell'irettone dell’enzima TPO.
L’analisi genetica dei genitori del paziente # 3elvaenziato che il padre é portatore
della mutazione E746X in eterozigosi mentre la readr portatrice, sempre in
eterozigosi, della duplicazione. Entrambe le an@nsdno state ereditate dal figlio
che quindi é portatore di mutazioni biallelichettivanti il gene della TPO, espresse
in eterozigosi composta.

Nelle pazienti # 4 e 5 il sequenziamento del geeadTPO non ha
evidenziato alcun tipo di anomalia che potesse gap&e il quadro di franco
ipotiroidismo sia alla nascita che dopo sospensdmiia terapia sostitutiva nonché il

risultato del test al perclorato che mostrava valpdismissione> 90%.
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Si e proceduto pertanto al sequenziamento del P&i@X2, che codifica per una
flavoproteina ad attivita ossidasica che fa part¢ gistema di generazione del
perossido d’'idrogeno. E’ noto come il processo rdiaaificazione dipende non solo
dall'attivita della TPO ma anche dalla produzioneetossido d’idrogeno.

Anche se mutazioni monoalleliche e bialleliche tinahti il gene DUOX2
sono piu frequentemente causa di quadri di difettziali della organificazione dello
iodio, e stato descritto un caso di TIOD deternunda mutazioni bialleliche
inattivanti il gene DUOX2, che causa il blocco tetaella produzione del perossido
d’'idrogeno (23). Tuttavia in queste pazienti I'asiatiel gene DUOX2 non ha dato
alcun tipo di risultato.

La nostra attenzione si € rivolta quindi sul proonetdel gene della TPO, sito
di legame per fattori di trascrizione come il TTRZITF-1 e il PAX-8 che regolano
la trascrizione del gene. Abramowicz et al. (2Inradimostrato come delezioni o
mutazioni in questa sede possano ridurre drastictena trascrizione del gene della
TPO. Nelle pazienti # 4 e 5 I'analisi dei 2957 matidi del promotore ha evidenziato
solamente la presenza di 3 polimorfismi, verosimeitte non responsabili del
fenotipo osservato. Queste pazienti potrebbera@egsetatrici di alterazioni a livello
di una sequenza intronica che interferisce conorimale meccanismo di splicing
del’mRNA, con la conseguente sintesi di una pradroncata e non funzionante.

Nella paziente # 6, affetta da un cretinismo e amsmo disarmonico legati a
un quadro di ipotiroidismo congenito rimasto misesiuto fino all’eta di tre anni, si
e proceduto, dato il risultato sia del test al f[weato, con un valore di dismissiore
90%, sia del test con rhTSH, che mostrava I'assdngdéetti nella sintesi della TG,
al sequenziamento del gene della TPO.

E’ stata cosi identificata una nuova mutazione [pall'interno dell’esone

10, espressa in omozigosi, che causa la sostiizietla tripletta ACG, codificante
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per 'aminoacido treonina in posizione 561, contrigletta ATG, codificante per
I'aminoacido metionina.

Partendo dall’'osservazione che tale mutazionessicés a un quadro di TIOD
e che essa si localizza in una regione altamentsecvata del gene della TPO, dato
guesto confermato dall’elevato grado di omologibadeequenza tra Homo sapiens e
altre specie animali, e possibile affermare chematazione T561M €& causa

dell'inattivazione della TPO nella paziente # Galj€lla 8)

. Genotipo della Tipo di Test al Stato tiroideo dopo un mese di
TPO mutazione perclorato sospensione della terapia
#3 E746X Inattivante 100% Ipotiroidismo franco
907X
#4 - - 99% Ipotiroidismo franco
#5 - - 99% Ipotiroidismo franco
#6 T561M Inattivante 91% -

Tabella 8: Correlazione fra le mutazioni trovate ingene della TPO dei nostri pazienti, il risultato
ottenuto al test al perclorato di potassio e lo tetdiroideo dopo un mese di sospensione della
terapia.

NOTE: il trattino indica un dato non disponibile.

La prima mutazione a carico del gene della TPO aastlescritta da
Abramowicz et al. (37) nel 1992. Ad oggi sono statkviduate piu di 60 mutazioni,
la maggior parte delle quali localizzate negli @son8 e 9, che codificano per il
dominio catalitico della proteina (Fig. 12). La ryag parte delle mutazioni sono di
tipo missenso, seguono poi le mutazioni nonsengmmeshift e le mutazioni di

splicing (16).
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Fig. 12: Rappresentazione schematica di tutte letazioni descritte a carico del gene della TPO.

E’ ormai noto che la principale causa di un difeittale nel processo di
organificazione dello iodio € una mutazione biakinattivante il gene della TPO.
Tuttavia alcuni studi hanno mostrato che soggetm wn difetto totale della
organificazione dello iodio possono avere difettnoallelici a carico del gene della
TPO. Ad esempio Fugazzola et al. (22) hanno evidemzome il 17% dei soggetti,
che dal punto di vista fenotipico presentano ur@lin realta sono portatori di una
mutazione monoallelica inattivante il gene dellaOTEssi descrivono il caso di una
famiglia in cui tre fratelli, affetti da ipotiroidmo congenito dovuto a un difetto totale
della organificazione dello iodio sono portatofiveello germinale di una mutazione
monoallelica (R693W), ereditata dal padre, a sutwinicamente sano. Il fenotipo
TIOD e probabilmente determinato dall’espressioradl’allele paterno mutato

associato alla perdita del trascritto dell’allelaterno sano nel tessuto tiroideo.
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Infine sono stati descritti anche casi di IC daetdd parziale della
organificazione dello iodio conseguenza di mutaztmalleliche inattivanti il gene
della TPO. Ad esempio Kotani et al. (38) hanno disdl caso di tre fratelli con un
difetto parziale della organificazione dello iodma portatori di due mutazioni
(G1687T, 1808-13del), espresse in eterozigosi cetapceereditate rispettivamente
dal padre e dalla madre. E’ stato osservato conié’fa codificata dall’allele sede
della mutazione G1687T € incapace a sintetizzarerigioni tiroidei a causa del suo
mancato ancoraggio alla superficie apicale debtita mentre la TPO codificata
dall'allele sede della mutazione 1808-13del € iadgr di sintetizzare gli ormoni

tiroidei in modo parziale.
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CONCLUSIONI

In questo lavoro sono stati analizzati dal puntwidia clinico, biochimico,
strumentale e genetico 6 pazienti afferiti pres$onaestro Dipartimento di
Endocrinologia ed affetti da ipotiroidismo congendon una tiroide in sede ed un
difetto totale della organificazione dello iodian difetto nella sintesi della TG.

Il nostro scopo e stato quello di individuare tesgibili cause alla base di tali
deficit, ponendo particolare attenzione all’analisile proteine TPO e TG.

Il sequenziamento dei geni di tali proteine hademriato: una mutazione
inattivante (R768X) a carico del gene della TG, nescritta precedentemente, e tre
mutazioni a carico del gene della TPO, di cui dgé46X, T561M) nuove ed una
(907X) gia nota in letteratura.

Tali mutazioni sono quindi la causa del difetto lalesintesi della TG,
osservabile nelle pazienti #1 e 2, e del difettaléodella organificazione dello iodio,
osservabile nei pazienti # 3 e 6. Nelle pazientiét5, che presentavano un difetto
totale della organificazione dello iodio, non étatandividuata alcuna anomalia a
carico del gene della TPO, del promotore del gesia PO e del gene DUOX2. E’
verosimile che entrambe possano essere portatrialtekazioni a carico di una
sequenza intronica con conseguente alteraziormsodelale meccanismo di splicing e

con la conseguente sintesi di una proteina alterata
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