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Sommario Le tecniche di sequenziamento di nuova ge-
nerazione hanno rivoluzionato I’identificazione dei geni-
malattia, accelerando la scoperta di nuove mutazioni e nuovi
geni candidati per le malattie della tiroide. Per far fronte a
questo flusso di nuove informazioni genetiche ¢ importante
disporre di modelli animali adeguati per studiare i mecca-
nismi che regolano lo sviluppo della tiroide, la biodisponi-
bilita e ’azione degli ormoni tiroidei. Zebrafish (Danio re-
rio), con il suo rapido sviluppo embrionale esterno, ¢ stato
ampiamente utilizzato in biologia dello sviluppo. Ad oggi,
quasi tutti i componenti dell’asse tiroideo zebrafish sono sta-
ti caratterizzati e sono strutturalmente e funzionalmente pa-
ragonabili a quelli dei vertebrati superiori. La disponibilita
di linee transgeniche di zebrafish fluorescenti consente 1’a-
nalisi in tempo reale dell’organogenesi tiroidea e delle sue
alterazioni. Il knockdown transitorio ottenuto con I’uso del
morfolino permette di silenziare 1’espressione di un gene di
interesse e ottenere prontamente informazioni sul suo con-
tributo durante lo sviluppo dell’asse tiroideo in zebrafish.
Gli strumenti recentemente disponibili per il knockout geni-
co stabile (es. CRISPR/Cas9) hanno ulteriormente aumenta-
to il valore di zebrafish nello studio della patologia tiroidea.
Entrambi i modelli di malattia possono essere inoltre utili
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per lo screening di nuovi farmaci e molecole che potranno
essere utili per pianificare i successivi studi clinici.

Parole chiave Zebrafish - Sviluppo tiroideo - Organogenesi
tiroidea - Genetica tireopatie

Introduzione

Gli ormoni tiroidei (OT) tiroxina (T4) e triioditironina (T3)
sono essenziali per il corretto sviluppo embrionale e per
la regolazione dell’omeostasi e del metabolismo nella vita
post-natale. La sintesi e la secrezione degli OT da parte del-
la tiroide ¢ sotto il controllo dell’asse ipotalamo-ipofisi il
quale, tramite meccanismi di feedback positivi e negativi,
garantisce un adeguato livello di ormoni circolanti. A livel-
lo tissutale, specifici trasportatori (es. Mct8) ed enzimi ad
azione desiodasica aggiungono un ulteriore livello di con-
trollo sulla concentrazione intracellulare di OT [1, 2]. Nella
maggior parte delle specie, le desiodasi di tipo I e II (Diol
e Dio2) convertono la T4 nella forma biologicamente attiva
T3, mentre la desiodasi di tipo III (Dio3) inattiva la T3 a T2
e la T4 a rT3. Una volta entrata nella cellula, la T3 si lega
a specifici recettori nucleari (TRs) formando un complesso
molecolare in grado di attivare o reprimere I’espressione di
geni farget.

L’azione degli OT dipende quindi da: 1) funzionalita del-
I’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide; 2) un efficiente trasporto at-
traverso le membrane cellulari; 3) un corretto metabolismo
intracellulare operato dalle desiodasi; e 4) un efficace lega-
me della T3 ai recettori nucleari e regolazione dell’espres-
sione genica. Mutazioni a carico di uno dei geni coinvolti
in queste fasi si associa a differenti patologie tiroidee (es.
ipotiroidismo congenito, difetti di trasporto degli OT, resi-
stenza agli OT) [2-4]. Sebbene i meccanismi patogenetici
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L’iniezione di varianti umane di
JAG1 in zebrafish causa IC
primario

Zebrafish é risultato un ottimo modello per
studiare la patogenesi del’/RTHa e RTHB

Gli OT regolano la proliferazione e la
sopravvivenza delle cellule tireotrope

11 KD di netrin-1 si associa
a difetti vascolari e tiroidei

Linee transgeniche fluorescenti illuminano
lo sviluppo tiroideo in tutte le sue fasi

Xenografts derivati da pazienti e mutanti sono utili
per studiare la biologia del cancro alla tiroide

Gli effetti dei
distruttori endocrini
possono essere
studiati in zebrafish

Il deficit delle deiodinasi in

Il deficit di mct8 causa

sviluppo del SNC

anomalie psicomororie e di

zebrafish pud aiutare a
predire il fenotipo associato
a varianti umane

Fig. 1 Illustrazione schematica delle scoperte piu recenti relative allo
sviluppo della tiroide e all’azione dell’ormone tiroideo che sono state
ottenute usando zebrafish come sistema modello. OT', ormoni tiroidei;

alla base di queste malattie siano molto diversi tra loro, il
risultato finale ¢ sempre una ridotta o aberrante espressione
dei geni target necessari per lo sviluppo fetale e per la fun-
zione di numerosi organi e tessuti. Se non trattati tempesti-
vamente, tali alterazioni si tradurranno in deficit neurologici
e psicomotori irreversibili nel bambino.

Tecnologie all’avanguardia, come quelle basate sul se-
quenziamento di nuova generazione, forniscono continua-
mente informazioni su nuovi geni coinvolti in diverse forme
di difetti congeniti della tiroide. La sfida che ci si trova ad
affrontare & quella di riuscire a gestire questo grande cari-
co di informazioni e validare dal punto di vista funzionale
le varianti patogene putative nei geni candidati. Saggi in vi-
tro e modelli di topo continuano certamente a svolgere un
ruolo vitale in tali strategie di validazione funzionale, ma
negli ultimi anni zebrafish occupa sempre di pitt un ruolo ri-
levante per testare nuove ipotesi o comprendere il ruolo dei
geni candidati per diverse malattie umane. Grazie alla sua
genetica, versatilita, costi e tempi di lavoro ridotti, zebra-
fish & sempre piu frequentemente utilizzato negli studi sulla
fisiopatologia tiroidea [5, 6].

In questa Rassegna verranno riportate le attuali conoscen-
ze sullo sviluppo del sistema tiroideo zebrafish e in che mo-
do le recenti osservazioni cliniche su questo modello hanno
modellato la nostra comprensione delle malattie della tiroide
e come queste intuizioni potrebbero essere tradotte in futuri
approcci terapeutici (Fig. 1).

Zebrafish e sviluppo tiroideo
Nell’uomo, I’ipotiroidismo congenito (IC) rappresenta il di-

sturbo endocrino congenito pitt comune, che colpisce 3—6 su
10.000 neonati. E classicamente descritto come una malattia

1C, ipotiroidismo congenito; RTH, sindrome da resistenza agli ormoni
tiroidei; SNC, sistema nervoso centrale; K D, knockdown

sporadica, ma recenti studi supportano una possibile origi-
ne oligogenica dell’IC, la cui patogenesi sembra frequen-
temente dipendere dalla combinazione di alleli ipomorfi, di
geni evolutivi o funzionali [3]. Tuttavia, i meccanismi mo-
lecolari alla base dell’IC, e in particolare della disgenesia
tiroidea, rimangono in gran parte sconosciuti. Ci0 &, in par-
te, dovuto alla nostra comprensione ancora limitata su come
la funzione dei fattori intrinseci (es. fattori di trascrizione
specifici della tiroide) e dei segnali di segnalazione estrinse-
ca (es. morfogeni e fattori di crescita) si combinano tra loro
durante lo sviluppo della tiroide.

Lo studio dell’anatomia tiroidea e delle sue alterazioni
dopo manipolazione genetica utilizzando il modello zebra-
fish offre numerosi vantaggi che potrebbero superare alcuni
dei limiti tecnici associati all’utilizzo di modelli di mammi-
feri. Contrariamente allo sviluppo intrauterino nei mammi-
feri, gli embrioni di zebrafish e le larve si sviluppano ester-
namente e sono otticamente trasparenti, rendendoli accessi-
bili alla manipolazione sperimentale e alle osservazioni in
tempo reale durante I’intero sviluppo embrionale. Queste
proprieta, abbinate alla disponibilita di embrioni transgenici
che esprimono proteine reporter fluorescenti in specifici ti-
pi di cellule, consentono la visualizzazione e lo studio dello
sviluppo degli organi, incluso quello della ghiandola tiroi-
dea. Opitz e collaboratori hanno sviluppato un pannello di
linee transgeniche di zebrafish in cui il promotore della ti-
reoglobulina (Tg) ¢ stato utilizzato per guidare I’espressio-
ne di diverse proteine fluorescenti che consentono la visua-
lizzazione in tempo reale dei cambiamenti dinamici di di-
mensioni, forma e posizione della tiroide zebrafish in via di
sviluppo [5, 7].

Inoltre, la disponibilita di strumenti per il knockdown
transiente con morfolino (MO) o il knockout/knockin stabi-
le (es. sistemi CRISPR/Cas9, Zinc Finger Nuclease [ZNF] e
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Fig.2 Illustrazione schematica dello sviluppo della tiroide zebrafish. 11
primordio tiroideo evagina dall’endoderma faringeo circa 24 ore dopo
la fecondazione (hpf) ed esprime i fattori trascrizionali tiroidei nkx2.4,
pax2a, pax8, hhex e foxel. La differenziazione dei precursori tiroidei
continua fino a 48hpf, stadio in cui inizia I’espressione dei geni diffe-
renziativi tg e slc5a5. Lo sviluppo della tiroide zebrafish € completo a

TALEN) di un gene di interesse facilita I’analisi dell’impat-
to di una determinata mutazione durante lo sviluppo della
tiroide. La scelta di utilizzare un sistema di editing genetico
rispetto a un altro, ad esempio tra MO e CRISPR/Cas9, di-
pende dal tipo di studio che si intende fare. I MO sono stru-
menti validati e ampiamente utilizzati per il knockdown fun-
zionale e transiente di geni, mentre il sistema CRIPSR/Cas9
¢ un toolbox integrato che permette la perdita o il guadagno
di funzione in geni target [8]. I MO sono progettati per stu-
diare i fenotipi nelle prime fasi di sviluppo di zebrafish in
quanto la sua efficacia ¢ transitoria e tende a svanire entro 5
giorni dall’iniezione. Inoltre, & necessario tenere in conside-
razione la presenza di effetti off-target, che possono essere
frequenti se il knockdown di un determinato gene necessita
di un’alta dose di MO. I mutanti CRISPR/Cas9 sono invece
stabili e permettono 1’analisi dei fenotipi patologici in tutte
le fasi dello sviluppo. Tuttavia, mentre il MO viene inietta-
to in embrioni allo stadio di 1-2 cellule (detti morfanti) e i
fenotipi sono subito analizzabili negli stessi embrioni, i mu-
tanti CRISPR/Cas9 (detti crispanti) necessitano di tempi pill
lunghi. La validazione della mutazione e la conferma della
trasmissione nella linea germinale fa si che si possa inizia-
re a studiare il fenotipo di interesse dalla generazione F2
in poi. E importante, inoltre, segnalare che & stata riportata
una discrepanza nei fenotipi tra embrioni morfanti e crispan-
ti per lo stesso gene [9]. In questo studio ¢ stato descritto
che, al contrario di embrioni morfanti che erano stati ripor-
tati mimare in modo efficiente i fenotipi osservati nell’uomo

@ Springer

proliferazione, jag7a

T4

72 hpf. Da questo momento, i follicoli tiroidei proliferano e si localiz-
zano lungo I’aorta dorsale e iniziano a produrre T4. Fattori intrinseci
ed estrinseci (Jagl-Notch, BMP e FGF) svolgono un ruolo chiave du-
rante I’organogenesi tiroidea. Per una descrizione dettagliata dei mec-
canismi molecolari alla base della morfogenesi tiroidea di zebrafish,
rimandiamo il lettore alla review di Fagman e Nilsson [11]

o in altri modelli sperimentali, i crispanti apparivano norma-
li. E stato descritto che il knockout genico completo operato
dal sistema CRISPR/Cas9 ¢ associato all’assenza del fenoti-
po atteso a causa dell’induzione imprevedibile di una com-
pensazione genetica da parte di altri geni correlati in grado
di recuperare o mascherare il fenotipo descritto con il MO
[10]. E interessante notare che questo tipo di compensazione
non avviene con MO. Pertanto, entrambi gli approcci basa-
ti su MO e CRISPR/Cas9 possono essere preziosi e la loro
applicazione dipende dagli obiettivi dello studio.

Nonostante le differenze anatomiche, i meccanismi mo-
lecolari dell’organogenesi tiroidea sono ben conservati tra
zebrafish e mammiferi. Per una descrizione dettagliata dello
sviluppo tiroideo in zebrafish e degli eventi molecolari sot-
tostanti si consiglia la lettura della Rassegna di Fagman e
Nilsson [11].

Durante i primi tre giorni di sviluppo, la ghiandola ti-
roidea di zebrafish non ¢ ancora formata e gli embrioni di-
pendono dagli OT materni immagazzinati nel tuorlo o sacco
vitellino [5, 12]. Come nei mammiferi, lo sviluppo della ti-
roide inizia con il differenziamento dei precursori endoder-
mici seguita dall’evaginazione del primordio tiroideo dal pa-
vimento faringeo. I progenitori tiroidei si differenziano suc-
cessivamente in follicoli tiroidei funzionalmente attivi che
migrano come unita distinte e si localizzano caudalmente
all’aorta ventrale (Fig. 2). Esperimenti di knockdown in ze-
brafish hanno dimostrato che i fattori di trascrizione nkx2.1,
pax2a e hhex sono necessari per la specificazione e la diffe-
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renziazione del primordio tiroideo [11]. L’unica eccezione
¢ foxel, che regola la migrazione del primordio tiroideo nei
vertebrati superiori e ricapitola il quadro dell’ectopia tiroi-
deain quasi il 50% dei topi nulli per Foxel [12]. In zebrafish,
foxel ¢ espresso nei progenitori tiroidei, ma non sono sta-
ti osservati effetti sulla morfogenesi tiroidea negli embrioni
zebrafish iniettati con MO di foxel [13]. Gli autori sosten-
gono che la tiroide di zebrafish si sviluppa molto precoce-
mente durante lo sviluppo e il ruolo di foxe! potrebbe essere
ridondante in questo contesto; & quindi possibile che il ruolo
di foxel nello sviluppo della tiroide nei mammiferi sia stato
acquisito durante 1’evoluzione.

A 4-5 giorni post-fertilizzazione la tiroide di zebrafish ¢
completamente sviluppata e inizia a produrre OT, i cui livelli
sono finemente regolati dall’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide.
Tonyushkina e collaboratori, generando una linea transgeni-
ca che esprime GFP sotto il controllo del promotore del tsh-
ba (ortologo del TSHB umano), hanno osservato che la re-
golazione del feedback negativo dell’asse ipotalamo-tiroide
avviene dopo quattro giorni dalla fecondazione, stadio in cui
la ghiandola tiroidea ¢ gia attiva [14]. Gli autori hanno inol-
tre dimostrato che un’esposizione precoce a livelli elevati
o bassi di OT porta rispettivamente alla morte o iperplasia
delle cellule tireotrope [15]. Questi dati dimostrano lo svi-
luppo tiroideo in zebrafish € TSH-indipendente e che i cam-
biamenti transitori di OT incidono profondamente sulla po-
polazione delle cellule tireotrope durante un periodo critico
di sviluppo ipofisario e possono avere implicazioni a lungo
termine per il set-point del TSH durante la vita adulta.

Riguardo la validazione di geni candidati durante lo svi-
luppo tiroideo, nei nostri studi abbiamo utilizzato il modello
zebrafish per analizzare le conseguenze funzionali di diverse
varianti JAG1 umane. JAG1 ¢ un ligando dei recettori Notch
le cui mutazioni inattivanti sono state identificate in pazienti
con IC [16, 17]. Abbiamo osservato che il knockdown degli
ortologhi di zebrafish jagla e jaglb causa ipoplasia tiroi-
dea ed elevazione del tshba, condizioni che possono essere
recuperate con ’iniezione di JAG1 wild-type umano. Con-
fermando i risultati osservati in vitro, la co-iniezione con le
varianti JAG1 umane nei morfanti di zebrafish non ¢ in gra-
do di recuperare, a vari gradi, i difetti associati, sottolinean-
do I'utilita del modello zebrafish per studiare il contributo di
JAG1/Notch alla funzione tiroidea.

Pappalardo e colleghi hanno usato zebrafish per studiare
il ruolo di Taz, un co-regolatore trascrizionale, nella forma-
zione della tiroide [18]. 1l trascritto di wwtrl (codifica per
Taz in zebrafish) ¢ espresso precocemente nel primordio ti-
roideo e nel tessuto faringeo, ma il suo knockdown ha effetti
limitati sull’espressione dei fattori di trascrizione e dei geni
di differenziamento tiroideo nei primi stadi di sviluppo. Tut-
tavia, a 4-5 giorni, le larve morfanti mostrano un numero
ridotto di cellule follicolari tiroidee, indicando che la pro-
teina Taz ¢ necessaria per la normale morfogenesi tiroidea

in zebrafish [18]. Sebbene non siano state ancora identifica-
te mutazioni in TAZ in pazienti con IC, questo lavoro sug-
gerisce la presenza di altri geni, finora non identificati, che
possono concorrere all’eziopatogenesi dell’IC.

Opitz et al. hanno recentemente descritto il ruolo di
NETRIN-I nella patogenesi del’IC. Sono state identifica-
te mutazioni nel gene NETRIN-I in pazienti con disgene-
sia tiroidea e cardiopatia congenita [19]. In zebrafish ntnla
¢ espresso negli archi faringei e nel mesenchima, ma non
nel tessuto tiroideo. Embrioni morfanti per ntnla presenta-
no uno sviluppo difettoso dell’aorta e una morfogenesi ano-
mala della tiroide. Il fenotipo tiroideo & quindi il risultato
della mancanza di una guida adeguata esercitata dal siste-
ma vascolare displastico. Considerando la stretta relazione
spazio-temporale tra tiroide e sviluppo dei vasi e la forte in-
fluenza dei segnali provenienti dal mesoderma cardiaco sul-
lo sviluppo della tiroide, come BMP e FGF, netrin-1 & un ot-
timo candidato per avere un ruolo diretto durante lo sviluppo
della tiroide e nella patogenesi dell’IC.

Zebrafish e cancro della tiroide

Zebrafish ¢ stato recentemente utilizzato come modello ani-
male per studiare la biologia del cancro alla tiroide. Nel no-
stro laboratorio ¢ stato settato un protocollo di xenotrapian-
to di cellule tumorali in embrioni di zebrafish istituendo una
piattaforma per lo screening di farmaci antitumorali [20].
Gli xenotrapianti derivanti da pazienti con carcinoma papil-
lare della tiroide stimolano la migrazione dei vasi sanguigni
verso I’impianto, al contrario di quanto accade con le cellule
prelevate da tessuto tiroideo sano [21].

Piu recentemente, ¢ stato riportato un nuovo modello di
carcinoma tiroideo in zebrafish [22]. Attraverso 1’uso del-
I’imaging in vivo, gli autori hanno studiato una linea di ze-
brafish che esprime BRAFV600E nei tireociti, osservando
lo sviluppo di un carcinoma invasivo nelle fasi iniziali del-
I’organogenesi tiroidea e che altera la struttura del follicolo
in formazione. E interessante notare che il trattamento com-
binatorio con inibitori di BRAF e MEK ¢ in grado di ri-
portare allo stato precedente gli effetti sullo sviluppo indotti
da BRAFV600E. Studi di espressione genica hanno inoltre
identificato TWIST2 come un effettore cruciale a valle del
BRAF. Gli autori hanno utilizzato il sistema CRISPR/Cas9
per inattivare geneticamente I’ ortologo twist2, sopprimendo
in questo modo gli effetti di BRAFV600E e ripristinando
la morfologia della tiroide e la sintesi ormonale. Questi stu-
di hanno dimostrato che TWIST2 & coinvolto in una fase
iniziale della trasformazione mediata da BRAFV600E.

Zebrafish e trasporto degli ormoni tiroidei

Una volta prodotti e rilasciati nel sangue, gli OT necessita-
no di essere trasportati attraverso la membrana plasmatica
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per accedere ai compartimenti intracellulari. Il trasportatore
monocarbossilato 8 (MCT8) e 10 (MCT10) e le proteine di
trasporto di anioni organici (OATP) sono tutti membri del-
la superfamiglia dei trasportatori del soluto in grado di tra-
sportare specificatamente gli OT [22]. In particolare, MCTS
(anche chiamato SLC16A2) ¢ necessario per il trasporto del-
la T3 nei neuroni cerebrali, uno dei pit importanti bersagli
cellulari della T3 [23]. L’importanza biologica del’MCT8
¢ dimostrata dalle manifestazioni della sindrome di Allan—
Herndon-Dudley (AHDS) causata da mutazioni disfunzio-
nali nel gene MCTS8. L’AHDS ¢ una malattia legata all’X
caratterizzata da grave ritardo psicomotorio, ipotonia e ipo-
plasia muscolare, atassia e compromissione della funzione
cognitiva. Il meccanismo patologico sottostante & ancora da
chiarire e non € nota alcuna cura per questa condizione. I to-
pi knockout per MCT8 mostrano le stesse alterazioni nell’o-
meostasi degli OT dei casi di AHDS ma senza alcuna disfun-
zione cerebrale o disabilita locomotoria [24]. Per migliora-
re la comprensione dell’ AHDS, il modello zebrafish ¢ stato
ampiamente utilizzato negli ultimi anni. Vatine e colleghi
hanno isolato il promotore di zebrafish mct8, generando una
linea transgenica che conferma che mct8 si esprime princi-
palmente nei neuroni, nelle cellule gliali e nel sistema vasco-
lare, come nei mammiferi [25]. Il primo modello di MCTS8
¢ stato generato un anno dopo dallo stesso gruppo usando
il knockdown genico basato su MO [26]. I morfanti di mct8
mostravano difetti di locomozione e uno sviluppo difettoso
del cervelletto, del contorno del mesencefalo e la presenza
dei cluster apoptotici nel tessuto cerebrale. Coerentemente
con quando descritto nei pazienti con AHDS, gli autori han-
no osservato un’alterata espressione del tshba, dei trasporta-
tori e delle desiodasi nei morfanti di mct8. Pili recentemente,
lo stesso gruppo di ricerca ha sviluppato un modello di ze-
brafish knock-out di MCT8 (mct8 -/-) utilizzando il sistema
di editing genetico mediato dalla nucleasi di zinco (ZFN)
[27]. Analogamente ai pazienti e ai morfanti, le larve mct8
-/- mostravano una ridotta attivita locomotoria e una carenza
nelle prestazioni comportamentali, probabilmente a causa di
uno sviluppo alterato dei neuroni sensoriali e motori. Inol-
tre, i mutanti mct8 -/- hanno evidenziato anomalie neurolo-
giche e ridotta mielinizzazione nel sistema nervoso centrale.
L’ analisi farmacologica ha mostrato che analoghi degli OT e
clemastina possono parzialmente ridurre 1’ipomielinizzazio-
ne nel sistema nervoso centrale delle larve mct8 -/-. Inoltre,
il trattamento con T3 ¢ stato in grado di impedire I’ipomieli-
nizzazione in embrioni mct8-/- prima della maturazione del-
la barriera emato-encefalica (BEE), ma non nelle fasi suc-
cessive [28]. Nel loro insieme, questi risultati confermano
I’utilita di zebrafish come modello animale per studiare la
fisiopatologia della tiroide e I’AHDS, confermando I’effica-
cia di alcuni trattamenti farmacologici e della terapia genica
mirata alla BEE che pud migliorare la mielinizzazione nel-
I’ AHDS e possibilmente in altri disturbi cerebrali dipendenti
dagli OT [29].
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Zebrafish e metabolismo degli ormoni
tiroidei

Differenti tipi cellulari nelle diverse fasi di sviluppo richie-
dono concentrazioni variabili di OT. I trasportatori di mem-
brana regolano I’ingresso degli OT nelle cellule in modo da
fornire il corretto apporto di ormoni intracellulari, il quale
viene ulteriormente perfezionato dal metabolismo intracel-
lulare controllato da tre selenoenzimi ad azione desiodasica
(Diol-3). L'unico difetto ereditario del metabolismo degli
OT finora noto ¢ quello risultante da mutazioni recessive del
gene SECISBP2 (in breve, SBP2), la cui funzione ¢ quella
di mediare I’inserzione della selenocisteina durante la sinte-
si delle selenoproteine, classe eterogenea di proteine di cui
fanno parte le desiodasi [29]. Lo studio dei difetti sbp2 in
zebrafish ¢ attualmente in fase di pubblicazione. Non sono
stati ancora segnalati casi di umani con mutazioni nei ge-
ni della desiodasi. Tuttavia, studi su modelli animali hanno
anticipato che mutazioni a carico delle desiodasi potrebbero
avere fenotipi variabili. Studi in zebrafish hanno dimostra-
to che la dio2 & necessaria per regolare la biodisponibilita
di OT durante lo sviluppo embrionale. Gli embrioni knoc-
kdown per dio2, ottenuti mediante microiniezione di MO,
presentano ritardo di sviluppo, mentre il knockdown di dio!
ha effetti di minore entita [30]. Houbrechts e collaborato-
ri hanno generato due diverse linee di zebrafish mutanti per
la dio2 tramite il sistema delle ZFN. Entrambi i mutanti pre-
sentano una completa inattivita della dio2 e una conseguente
riduzione della concentrazione di T3 nei tessuti [31]. I mu-
tanti mostrano inoltre difetti dello sviluppo precoci, alterata
attivita locomotoria ed effetti a lungo termine sulla cresci-
ta e sulla fertilita. ’azione della dio3 (codificata in zebra-
fish da due geni, dio3a e dio3b) ¢ stata inizialmente studiata
in relazione alla rigenerazione delle pinne. Heijlen e colle-
ghi hanno recentemente dimostrato che il knockdown me-
diato dai MO di dio3a o dio3b si traduce in una parziale
predita di attivita della dio3, indicando che entrambi i geni
codificano per enzimi attivi [30]. Inoltre, il doppio knock-
down di dio3a/dio3b causa ritardo di sviluppo embrionale,
ridotta attivita locomotoria e difetti di sviluppo retinico [32,
33]. Lo stesso gruppo di ricerca ha successivamente analiz-
zato le variazioni del trascrittoma dovute al doppio knock-
down diol/dio2 e dio3aldio3b in larve di zebrafish. Entram-
be le condizioni hanno comportato un’espressione differen-
ziale dei geni coinvolti nel metabolismo energetico e nel-
lo sviluppo muscolare [34]. L’up-regolazione dei trascritti
che codificano per le proteine ATP-dipendenti sembra riflet-
tere una risposta compensativa a un ridotto tasso metabo-
lico, una condizione legata all’ipotiroidismo osservato nei
doppi knockdown diol/dio2. 1 doppi morfanti dio3a/dio3b
presentano invece una up-regolazione dei geni coinvolti nel-
I’incremento del tasso metabolico, nella stimolazione della
gluconeogenesi e della frequenza cardiaca. Questi risultati
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forniscono nuove informazioni sul ruolo delle desiodasi du-
rante lo sviluppo, evidenziando I’importanza di un corretto
equilibrio di OT durante lo sviluppo dei vertebrati.

Zebrafish e azione degli ormoni tiroidei

Nell’uomo, I’azione degli OT ¢ mediata da diversi recettori
nucleari (TRa1 e TRa2, TRB1 e TRB2) codificati da due
geni (THRA e THRB), con diversa distribuzione tissutale.
Fino a qualche anno fa, il termine RTH veniva applicato al
fenotipo associato a mutazioni dominanti-negative (DN) nel
gene THRB. Con ’identificazione delle mutazioni DN nel
gene THRA, che presenta un fenotipo estremamente diver-
s0, le sindromi sono ora identificate come RTHS e RTH«
[35]. Le caratteristiche di base dell’RTHS comprendono alti
livelli di OT circolanti, TSH non soppresso e gozzo insieme
a manifestazioni cliniche variabili dovute all’ipotiroidismo
nei tessuti che esprimono principalmente il TRS e agli ef-
fetti tireotossici nei tessuti che maggiormente esprimono il
TR« (es. ansia, tachicardia, disturbi dell’udito e della visio-
ne dei colori, disturbo da deficit di attenzione e iperattivita,
bassa densita ossea). In zebrafish il thrb (che codifica che
le isoforme TRB1 e TRB2) ¢ espresso principalmente nel-
la retina, nell’ipofisi e nella vescicola otica durante le pri-
me fasi di sviluppo embrionale [36]. La generazione di un
modello di DN mediante microiniezione MO ha dimostrato
che le isoforme TR sono necessarie per il corretto svilup-
po embrionale, in particolare degli organi sensoriali (occhi e
vescicola otica). Inoltre, i morfanti del TRS hanno mostra-
to la tipica firma biochimica dell’RTHS (alti livelli di OT,
tshba elevato e ridotta sensibilita dell’ipofisi al trattamento
con L-T4) [36]. Suzuki e colleghi hanno generato una li-
nea transgenica fluorescente per il TRB2 dimostrando che
la differenziazione di coni di tipo L. (lunghi) ¢ dipendente
dall’attivita del TRB2 [37]. Il knockdown di TRB2 causa un
ridotto differenziamento dei coni L e un concomitante au-
mento dei coni UV. Al contrario, 1’espressione ectopica di
TRB2 dopo la differenziazione dei coni produce coni con
espressione di opsina mista.

Dal 2012, diverse mutazioni eterozigoti nel gene THRA
sono state descritte in pazienti con RTHa 4. I sintomi as-
sociati si sovrappongono a quelli dei pazienti con IC non
trattato (ritardo della crescita, disturbi psico-neuromotori,
sviluppo osseo ritardato e bradicardia) ma con un elevato
rapporto T3/T4 e livelli normali o leggermente aumentati di
TSH. Tutte le mutazioni si localizzano nel dominio deputato
al legame alla T3 (ligand binding domain, LBD) e mostrano,
con diversi gradi di gravita, una ridotta affinita all’ormone o
una difettosa interazione con i co-repressori o co-attivatori.
Di conseguenza, i pazienti con RTHa presentano risposte
variabili al trattamento con OT [4]. Durante lo sviluppo em-
brionale di zebrafish, il thraa (gene che codifica per le iso-

forme TRa1 e TRa2) ¢ principalmente espresso nel siste-
ma nervoso centrale, nel cuore, nel tratto gastrointestinale
e nei dotti pronefrici. Gli embrioni recanti mutazioni DN
nell’LBD delle isoforme TR« di zebrafish presentano una
serie di fenotipi paragonabili a quelli riportati nei pazien-
ti con RTHo (es. difetti di crescita, alterato sviluppo delle
cartilagini, anemia e alto rapporto T3/T4) [36]. I morfanti
thraa presentano una ridotta espressione di dio3a e dio3b e
un’aumentata espressione della dio2 a livello ipotalamico,
condizioni che possono spiegare 1’alterazione dei livelli di
OT osservati.

L’iniezione di trascritti wild-type e mutati del TR uma-
no ha dimostrato che i recettori di zebrafish e uomo so-
no funzionalmente intercambiabili. L’iniezione dei trascritti
mutanti causa profonde alterazioni morfologiche, neurolo-
giche, cardiovascolari, ematologiche, scheletriche e biochi-
miche che mimano le manifestazioni dell’RTHea. Coeren-
temente con 1 risultati ottenuti in vitro, il trattamento con
T3 ad alte dosi ¢ in grado di normalizzare i fenotipi negli
embrioni iniettati con le varianti missenso del TR« (ridotta
affinita alla T3), mentre le mutazioni tronche (difettosa in-
terazione con i cofattori) sono completamente refrattarie al
trattamento [38].

Questi dati dimostrano che una corretta azione degli or-
moni tiroidei ¢ necessaria per lo sviluppo embrionale di ze-
brafish e che I’elevata omologia genetica rende il model-
lo estremamente utile per studiare gli effetti delle varianti
umane.

Zebrafish e distruttori endocrini

Negli ultimi anni sta crescendo 1’utilizzo di zebrafish per
analizzare gli effetti delle sostanze chimiche che alterano il
sistema endocrino (EDC). Alcuni studi hanno valutato gli
effetti dell’esposizione a bisfenolo AF o S (BPAF o BPS)
[39-41]. 1l trattamento con questi inquinanti induce altera-
zioni variabili nelle concentrazioni di OT, nonché nel me-
tabolismo e nell’azione di OT. Questi dati forniscono inte-
ressanti spunti sulla tossicita di questi composti ma sono
spesso di difficile interpretazione in quanto sono stati os-
servati fenotipi opposti (diminuzione o aumento delle con-
centrazioni di tiroxina) e risultati contrastanti riguardo al-
le variazioni dell’espressione genica in sia i tessuti tiroidei
che ipotalamo-ipofisari dopo trattamento con BPAF o BPS
[39-41].

Conclusioni
In questa Rassegna abbiamo sintetizzato i risultati relativi

allo sviluppo della tiroide e all’azione degli OT che sono
stati ottenuti negli zebrafish negli ultimi anni (Fig. 1). Tutti
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questi dati evidenziano il grande potenziale di questo mo-
dello per studiare le malattie della tiroide. Gli embrioni di
zebrafish sono particolarmente utili grazie alle loro dimen-
sioni ridotte, al rapido sviluppo e alla trasparenza ottica. Da-
ta la conservazione dei meccanismi molecolari che regolano
lo sviluppo della tiroide e I’azione degli OT tra zebrafish e
mammiferi, la disponibilita di reporter fluorescenti e diver-
se tecniche di manipolazione genetica rendono zebrafish un
potente modello per studiare i meccanismi alla base delle
malattie tiroidee. La generazione di specifici modelli gene-
tici puo sfruttare efficacemente i vantaggi degli embrioni di
zebrafish per una caratterizzazione fenotipica di nuovi ge-
ni candidati. Inoltre, questi modelli possono essere sfruttati
per lo screening dei farmaci permettendo quindi di aiutare e
accelerare lo sviluppo di nuovi protocolli di trattamento.
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