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Patologia. — Biosintesi in vivo della tireoglobulina: caratteriz­
zazione del precursore 6 S (*}. Nota di G i o v a n n i  M a s s i m i l i a n o  

C l a a r  e G i a n c a r l o  V e c c h i o ,  presentata (**} dal Socio L. C a l i f a n o .

SUMMARY. —  Previous studies on the biosynthesis of sheep thyroglobulin in vitro  have 
shown th a t the formation of this iodoprotein (19 S) is preceded by the appearance of two other 
components having a slower sedimentation rate (3-8 S and 12S). W hile the 12S protein was 
interpreted as an interm ediate in the synthesis of thyroglobulin, the nature of the 3-8 S com­
ponent still rem ained unclear.

Studies recently carried out in our laboratory have shown a clearcut precursor-product 
relationship between a slow sedimenting component (6S) and 19S thyroglobulin during the 
synthesis of this iodoprotein followed in vivo.

The present experim ents have definitely clarified the nature of the slow-sedimenting 
component labeled in vivo w ith radioactive aminoacids. Only about 25 % of the total radioac­
tiv ity  present in the so-called 3-8 S component is related to thyroglobulin. This fraction has 
been isolated and some of its physico-chem ical properties have been determined: it has a 
sedimentation constant of about 6S and a molecular weight of about 165000 and probably 
represents one quarter of the thyroglobulin molecule.

Sezioni di ghiandola tiroide di m ontone m antenute in adatto  mezzo di 
cultura sono capaci di incorporare am inoacidi m arcati con 3H o con 14C [1, 2]. 
R isultati analoghi sono stati ottenuti con emilobi tiroidei di ra tto  [3, 4]. M e­
diante ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio tali AA. hanno anche 
dim ostrato che la rad ioattiv ità  cosi fissata si ritrova poi in due frazioni p ro ­
teiche aventi coefficienti di sedim entazione rispettivam ente di 3-8 S e  12 S 
e, dopo tem pi più lunghi dalla pulso-m arcatura, anche nella tireoglobulina 19S. 
M entre tali studi non chiariscono la natu ra  della frazione proteica a sedi­
m entazione più lenta (3-8 S), la quale è certam ente eterogenea, essi sem brano 
indicare che il com ponente 12S, corrispondente ad una semimolecola di 
tireöglobülina [5], è precursore della 19S.

Più recentem ente, dopo som m inistrazione in vivo di leucina m arcata 
con 3H, Vecchio et al. [6] hanno dim ostrato che il componente 12 S è assente 
nel ra tto  m a è invece presente nella cavia. Sugli estratti tiroidei solubili di 
entram be le specie animali, è anche sempre evidente una frazione proteica 
m arcata con 3H a sedim entazione più lenta e legata alla tireoglobulina da 
chiara relazione di tipo precursore-prodotto . In  tali ricerche, a differenza 
di quelle in vitro di Seed e Goldberg [1, 2] e delle successive in vivo di 
Ekholm  e S trandberg  [7] e di Cavalieri e Searle [8], l’analisi m ediante u ltra ­
centrifugazione in gradiente di saccarosio è stata  effettuata non sull’estratto

(*) Lavoro in parte sovvenzionato dal Grant. P.H .S. T W -o o 2 3 ó -o i, National Insti­
tutes of H ealth, Bethesda, Md., U.S.A.

(**) Nella seduta del 9 dicembre 1967.
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solubile crudo parzialm ente purificato, m a invece sulla frazione delle proteine 
precipitabili entro limiti molto stretti di concentrazioni di solfato d ’ammonio.

Scopo delle presenti ricerche è stato quello di isolare e meglio caratteriz­
zare il com ponente a sedim entazione lenta m arcato con 3H dopo pulso- 
m are atura in vivo.

P a r t e  s p e r i m e n t a l e .

Sono stati usati ra tti m aschi del peso di 100-150 g, ceppo S prague- 
Dawley. Gli anim ali erano in o cu la ti, per via endovenosa con circa 4 milli- 
curies di L -L eucina~4,5-3H (New England N uclear Corporation,, attiv ità 
specifica: 5 Curies/millimole) in un volume di 0,2 m l e uccisi per dissangua­
m ento 30 m inuti dopo la pu lso-m arcatura. L a rad ioattiv ità veniva m isurata 
in un contatore a scintillazione liquida a tre canali m unito di cam bia-cam - 
pioni autom atico (Nuclear Chicago Co.). Le m isure (c/m) erano effettuate 
con un e.s. <  2 % e trasform ate in dpm  tenendo contò del « quenching » di 
ciascun campione. L a concentrazione delle proteine tiroidee solubili era deter­
m inata spettrofotom etricam ente m ediante m isura dell’assorbim ento nell’u ltra ­
violetto adoperando come coefficienti di estinzione specifica (EÌ<^) 10,5 e 207, 
rispettivam ente a 280 e 210 mp,.

In  una prim a serie di prove l’estratto  tiroideo crudo veniva preparato  
secondo tecniche già descritte [9] da 4 anim ali inoculati con l’aminoacido 
m arcato e uccisi 30' dopo la pu lso-m arcatura. Dopo dialisi per 24 ore contro 
tam pone di KCl o, 1 M -f- fosfati 0,02 M (tam pone « standard  ») per rim uovere 
il saccarosio, l’estratto  era frazionato m ediante ultracentrifugazione in g ra ­
diente di saccarosio dal 5 al 20 % (rotore SW39 dell’ultracentrifuga Spinco 
modello L2-H V ). Le frazioni o ttenute dal gradiente erano riunite in due 
gruppi: uno, corrispondente alla porzione inferiore del gradiente (frazioni 21-50), 
l ’altro corrispondente alla porzione superiore (frazioni 2-20). Le frazioni 21-50 
comprendono fondam entalm ente tireoglobulina 19 S e iodoproteina 27 S [io ]. 
Le frazioni 2-20 sono rappresentate da un com ponente « leggero » m olto etero­
geneo a coefficiente di sedim entazione da 3 a 8 S. Tale com ponente era quindi 
sottoposto a precipitazione frazionata col solfato d ’ammonio (p H = 6 ,8 ; O °C). 
Di ciascuna frazione o ttenu ta veniva m isurata la radioattiv ità totale e il 
coefficiente di sedim entazione.

Lo schema riportato  di seguito riassum e il frazionam ento eseguito:

A) 3H -insolubile (iodoproteine particolate);
B) E stratto  solubile (44%  di 3H);

I) G radiente saccarosio: frazioni 21-50 (12 S (?), 19 S, 27 S);
II) Gradiente saccarosio: frazioni 2-20 (54 % del 3H solubile);

a) precipitabile con (N H ^ S C ^  0-1,4 M (IgG, etc.);
F) precipitabile con (NHU^SCb i ,4 - i ,8M (frazione TGB-sim ile);
c )  precipitabile con (N H ^ S C ^  J ,8-3,5 M (3H -A lb., etc.).
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Si osservi che le frazioni « leggere » (2-20 del gradiente) com prendono almeno 
tre componenti, aventi diverse caratteristiche di solubilità in solfato d ’ammonio:

1) una prim a frazione (B -ll-a )  precipita a una concentrazione di 
solfato d ’am m onio (1 4 M ) inferiore a quella (1,5 M) alla quale comincia a 
precipitare la tireoglobulina a O °C [11 ]; tale frazione dell’estratto tiroideo 
solubile com prende in parte  IgG (7 'S) di origine piasm atica [12];

2) una seconda frazione (B-II-Æ), rappresentan te circa il 25 % del­
l’estratto  tiroideo solubile, coprecipita con la tireoglobulina e le iodoproteine 
tireoglobulino—simili tra  1,4 e 1,8 M solfato d ’ammonio. Q uesta frazione è 
legata da relazione precursore-prodotto  con la tireoglobulina 19 S m arcata 
con tritio  [6];

3) una terza frazione (B-II-^r), possiede caratteristiche di solubilità 
in solfato d ’ammonio, coefficiente di sedim entazione (circa 4 S) e proprietà 
immunochim iche analoghe a quelle dell’album ina piasm atica.

In  una seconda serie di prove sono state usate le ghiandole tiroidi di 
22 ra tti allo scopo di ottenere maggiori quan tità  del com ponente « leggero » 
tireoglobulino-sim ile, necessarie per la ulteriore caratterizzazione di esso.

NUMERO DELLE FRRZfONI

Fig. i. -  Isolamento della frazione « leggera » dell’ estratto tiroideo m arcato con
L -L eucina-4 ,5-3H .

A -  Ultracentrifugazione preparativa in gradiente di saccarosio dell’estratto solubile previamente purificato mediante 
precipitazione frazionata con solfato d’ammonio (vedi Parte Sperimentale). Saccarosio: 5-40%; tempo equivalente 
di centrifugazione a 23000 rpm — 30 h, 46' ; rotore SW2g 2 dell’ultracentrifuga Spinco modello L2-HV.

B -- Analisi mediante ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio delle frazioni 13-18 del gradiente rappresentato nella 
parte A della figura. Saccarosio: 5-20%; tempo equivalente di centrifugazione a 38000 rpm =  7 h, 54'; rotore SW39 
dell’ultracentrifuga Spinco modello L2-HV (BSA =  sieroalbumina bovina; IgG =  immunoglobulina G di coniglio).
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L ’estratto  solubile ottenuto era previam ente purificato m ediante precipita­
zione frazionata con solfato d ’ammonio in concentrazione com presa tra  1,4 M 
e i,8 M  (tre volte) e successivam ente sottoposto ad ultracentrifugazione in 
gradiente di saccarosio (5 -4 0 %  saccarosio, rotore SW25,2)- L a rad ioattiv ità 
di u n ’aliquota (100 pii) di ciascuna frazione o ttenuta dopo la centrifugazione 
veniva m isurata allo scintillatore liquido allo scopo di stabilire il d iagram m a 
di sedim entazione (fig. 1, A). Il contenuto dei sei tubi corrispóndenti al picco 
della frazione «leggera» era riunito, concentrato m ediante dialisi sotto vuoto 
e infine dializzato contro tam pone « standard  » per rim uovere il saccarosio. 
L a frazione finale così o ttenuta veniva suddivisa in due aliquote: la prim a 
era analizzata m ediante un gradiente di saccarosio (5—20 % saccarosio, 
rotore SW39); la seconda sottoposta ad una filtrazione su gel di Sephadex 
(G-100) su di una colonna previam ente calibrata con proteine a noto peso 
molecolare [13].

T a b e l l a  I.

Costante di sedimentazione (S20) peso molecolare V) del precursore leggero 
della tireoglobulina marcato in vivo con 3Yi—leucina.

P roteina

Gradiente di saccarosio Filtrazione su gel

frazione 
corrispondente 

al picco

costante 
di sedimentaz.

Volume 
di eluizione 

(mi)

peso
molecolare

(P.M .)

T ripsina ..................... — ■ — 88,5 23.700

Sieroalbumina bovina . 11 4 ,2 61,5 67.000

Lattiço-deidrogenasi — — 53 ,o i i 7.000

IgG di coniglio . . . . 16 6 ,5 46,8 155.000

Componente « leggero »
m arcato con 3H . . G 6,1 4 4 ,o 0000

(*) Valori ottenuti mediante ultracéntrifugazione in gradiente di saccarosio [14] e filtrazione su Sephadex G-100 [13], 
per cofifronto con proteine di referenza.

L ’ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio (fig. i, B) ha m ostrato 
la presenza di un unico com ponente avente coefficiente di sedim entazione 
p a rila  circa 6 S. L a filtrazione su gel ha permesso di stabilire che il compo­
nente 6 S ha un volume di eluizione pari a 44 ml (vedi Tabella I), il che, 
nelle nostre condizioni sperim entali, corrisponde ad un peso molecolare di 
circa 165.000.
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D i s c u s s i o n e  e  c o n c l u s i o n i .

Il com ponente definito 3-8 S, riscontrato duran te la biosintesi della 
tireoglobulina, sia in vitro che in vivo, consiste di almeno tre  differenti frazioni 
proteiche. Di queste una sola (25 % dell’estratto  totale solubile) ha caratteri­
stiche di solubilità in solfato d ’ammonio identiche alla tireoglobulina e alle 
altre iodoproteine tireoglobulino-sim ili (precipita tra  L4M  e 1,8 M a O °C). 
Le altre frazioni rappresentano contam inanti dell’estratto  tiroideo probabil­
m ente in g ran  parte  derivanti dal plasm a. L à frazione tireoglobulino-sim ile 
m arcata  con 3H ha un  coefficiente di sedimentazione, determ inato m ediante 
ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio, pari a circa 6,1 S ed un peso 
molecolare, determ inato a mezzo di filtrazione su gel, pari a circa 165.000.

I risultati presentati, insieme con gli altri prim a riportati sulla biosin­
tesi della tireoglobulina in vivo [6] rendono verosimile l’ipotesi che il com­
ponente 6 S  descritto, oltre a rappresentare il più im portante precursore in 
vivo nella biosintesi della tireoglobulina, sia anche equivalente alla subunità 6 S 
tro v ata  tra  rip rodo tti di dissociazione della 27 S [15] e dopo riduzione dei 
ponti disolfuro della tireoglobulina [16]. Tale subunità corrisponderebbe ad 
un quarto  della molecola di tireoglobulina 19 S, il che è in buon accordo con 
il peso molecolare di 165.000 determ inato nelle presenti ricerche. Del tu tto  
recentem ente nel nostro laboratorio (ricerche in corso di pubblicazione) è 
stato dim ostrato, m ediante prove di immunoprecipitazione, che la molecola 
della subunità 3H~6 S possiede determ inanti antigenici in comune con la 
tireoglobulina 19 S.

T a b e l l a  IL

Proprietà molecolari del componente 3H —6 S 
e delle altre proteine della fam iglia  della tireoglobulina.

Componenti
proteici

dell’estratto
tiroideo

R if e r i m e n t i

BIBLIOGRAFICI
S°°20 ,w

(a)

P .M .

(0

D °^20 ,w  
(0

/ I /o
(d)

ajb

(0

27 S Salvatore et a l., [io] 27.O i .220.000 1.91 1 .61 11

19 s Edelhoch, [5] . . .  . I9 .4 669.000 2.49 1 .49 9

12 S Aloj et al., [17] . . . l i . 7 3 3 1 .0 0 0 3 . i l 1.49 9

3H - 6  S presenti ricerche CO . . 6.1 165.000 3.20 1.86 16

U) SgQ ^  =  coefficiente di sedimentazione in unità Svedberg ( io  13 see.) in acqua a 200 C e a diluizione infinita.
(b) P.M . =  peso-m olecolare.

( c )  D 20 w  =  costante di diffusione X io 7 cm 2/sec  a dilu izione infinita.

(d) / / / 0 =  rapporto tra il coefficiente d’attrito della proteina considerata e quello di una proteina sferica di egual volume.
(e) ajb — rapporto assiale di un’ellissoide prolata di rivoluzione non idratata.
( / )  Coefficiente di sedimentazione e peso molecolare determinati sperimentalmente (ved. Tabella I e testo), altri
valori calcolati in base a S3 e P.M.

20  , w
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In  base ai valori di P .M . e di S20,™ ora trovati è possibile calcolare, 
m ediante l’equazione di Svedberg, il coefficiente di diffusione (D10ìW) e quindi il 
rapporto d ’attrito  e il rapporto  assiale della molecola proteica (vedi Tabella II).

D a ll’esame della tabella si deduce che il rapporto d ’attrito  del compo­
nente 3H -6  S, ammesso un P.M . =  165.000, è significativamente maggiore 
di quello delle altre proteine tireoglobulino-sim ili. Ciò significa che il p recur­
sore 3H -6  S della tireoglobulina ha un discreto grado di asim m etria mole­
colare (rapporto assiale, a\b =  16) ovvero che si tra tta  di una catena polipep- 
tidica almeno parzialm ente svolta («unfolded»), che non ha  ancora raggiunto 
la stru ttu ra  terziaria caratteristica della proteina nativa.

E verosimile che il com ponente 6 S non possegga ancora ie unità glici- 
diche proprie della molecola della tireoglobulina e che ciò sia responsabile del 
suo m aggior grado di asim m etria. A nche per la tireoglobulina, infatti, è stato 
suggerito che l’incorporazione dei carboidrati nella molecola proteica è suc­
cessiva alla formazione delle catene polipeptidiche elem entari [18-20].

Gli Autori ringraziano il prof. G. Salvatore per la guida e l’aiuto ricevuti nel corso delle 
presenti ricerche.

IL sig. A. Montoro ha prestato ottim a assistenza tecnica.
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