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P a to lo g ia . —  Biosintesi della tireoglobulina : studi sulla frazione 
poliribosomiale tiroidea di ratto(,). Nota di S ergio Carlomagno, 
Giancarlo V ecchio e S alvatore M. A loj, presentata ^  dal Socio 
L. Califano.

SUMMARY. — The ribosomal fraction from rat thyroid glands has been isolated after 
in vivo and in vitro labeling with tritiated leucine by means of differential centrifugation, 
Na-DOC treatment and ultracentrifugation in sucrose density gradients. The single ribo­
somes (78 S) have been separated from heavier aggregates (polyribosomes). These last parti­
cles appear of at least two classes, one having sedimentation coefficient of about 180 S and 
the other of 230-250 S. The first class is composed of aggregates of 4-6 ribosomes and the 
second of 12-15 ribosomes, as shown by electron microscopy.

The nascent polypeptide chains labeled with the radioactive aminoacid have been 
detached from the polyribosomes and examined by density gradient centrifugation and immu­
noprécipitation. They have sedimentation coefficient less than 4 S and react up to 25% 
with an antiserum against thyroglobulin isolated from the same animal species.

The results indicate that thyroid cells synthesize polypeptide chains whose molecular 
weight is much smaller than that reported for the subunit of 19 S thyroglobulin.

Le cellule tiroidee rappresentano un sistema particolarm ente utile per 
lo studio della sintesi proteica nei mammiferi; infatti la m aggior parte  delle 
proteine da esse sintetizzate appartengono ad un sol tipo, quello della tireo­
globulina 19 S e delle altre proteine tireoglobulino-simili. Poiché, d ’altra  parte, 
tali proteine risultano certam ente dall’aggregazione di subunità monomeri che 
aventi peso molecolare inferiore [1, 2] è opportuno studiare separatam ente 
le due fasi della biosintesi della tireoglobulina: quella, cioè, della formazione 
delle datene polipeptidiche elem entari e quella im m ediatam ente successiva 
della polimerizzazione di esse in proteine di peso molecolare più elevato. 
L ’isolamento della frazione poliribosomiale tiroidea perm ette appunto di 
separare queste due fasi, è possibile infatti staccare dai poliribosomi le catene 
polipeptidiche nascenti m arcate con am inoacidi radioattivi prim a che esse 
polimerizzino.

Iholtre, poiché è stata  prospettata l’esistenza di un rapporto  definito tra  
grandezza del poliribosoma e peso molecolare della catena polipeptidica sin­
tetizzata dal poliribosom a stesso [3], l’isolamento della frazione poliriboso­
miale tiroidea può fornire di per sé utili indicazioni sulla grandezza della subu­
nità elementare. (*) (**)

(*) Centro di Endocrinologia e Oncologia Sperimentale del C.N.R. -  Istituto di Pato­
logia Generale della Università di Napoli. Ricerche sovvenzionate dal Grant NATO n. 357.

(**) Nella seduta del 20 febbraio 1971.
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Scopo del presente lavoro è stato pertanto di:

1) isolare i poliribosomi di tiroide di ratto  e valutarne la grandezza, 
cioè il num ero medio di ribosomi presenti su di un filamento di RNA m es­
saggero;

2) isolare le catene polipeptidiche nascenti presenti sui poliribosomi 
e studiarne le correlazioni esistenti con la tireoglobulina 19 S di ratto.

Pa r t e  spe r im e n t a l e

Nelle prove condotte in vivo a ra tti maschi del ceppo Sprague-D aw ley 
del peso di 150-250 g l’uno veniva in iettata endovena una soluzione di 
/-leucina 4-5 3H (NEN Chemicals F rankfurt/M  Germ. Occ.) attiv ità specifica 
5-30 Curies/mM ole) in quantità  variabile da 0,5 a 2 mCuries in un volume 
totale di o, 1-0,4 ml, a pH  7,4. Gli anim ali venivano uccisi per dissanguam ento 
e le ghiandole prelevate e lavate in un tam pone di KC1 o ,iM  -f  POE 0,02M 
(tam pone standard) erano congelate a —  200 C.

Nelle prove condotte in vitro ogni lobo ghiandolare asportato dall’anim ale 
ucciso per dissanguam ento, era tagliato in due, preincubato in mezzo di Eagle 
senza /-leucina [4] per io ' a 37°C in atm osfera di O2 (95 %) e CO2 (5 %). 
A lla fine della preincubazione i lobi erano incubati per io ' in presenza di 
3H —/— leucina fino ad un massimo di i,om C urie/5  mi e successivamente lavati 
con tam pone « standard  » a o° C e congelati a — 20° C.

L a frazione poliribosomiale era isolata m ediante centrifugazioni diffe­
renziali, tra ttam ento  con sodio deossicolato e ultracentrifugazione in gradiente 
di saccarosio secondo la metodica di Kondo et al. [5]. L a raccolta della frazioni 
del gradiente era o ttenuta m anualm ente, e la radioattività di ciascuna fra­
zione, dopo lettura dell’assorbim ento ottico a 260 mpi, veniva m isurata su 
aliquote di 50 [jd m ediante scintillazione liquida nel contatore M ark 1 della 
N uclear Chicago (efficienza m isurata pari al 30 % circa).

Nella fig. i è riportato  un tipico diagram m a ottenuto dopo centrifu­
gazione in gradiente di saccarosio di una preparazione di ribosomi e poli­
ribosomi di tiroide di ra tto  preparati dopo iniezione dell’am inoacido m arcato.

Sono chiaram ente visibili 2 picchi di assorbimento ottico: il primo, più 
leggero (coefficiente di sedim entazione 78 S), corrispondente ai ribosomi 
singoli, qqn possiede rad ioattiv ità legata, il secondo, più pesante, presenta un 
profilo di rad ioattiv ità  che riproduce esattam ente quello dell’assorbim ento 
ottico a 260 m[jL. T ale picco è a sua volta costituito da una frazione avente 
coefficiente di sedim entazione di circa 180S e da una «spalla»  pesante con 
coefficiente di sedim entazione compreso tra  230 e 250 S.

Nella T av. I, a è presentata una fotografia o ttenuta al microscopio 
elettronico della frazione del gradiente di saccarosio relativa al picco dei 
ribosomi singoli. Le frazioni del gradiente di saccarosio relative al picco dei 
poliribosomi avente m aggior assorbim ento ottico (180 S) contengono preva-
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lentem ente aggregati a 4 -6  unità (Tav. I, b) m entre le frazioni relative alla 
«spalla»  (230-250 S) contengono poliribosomi a 12-15 unità (Tav. I, c).

M ediante prove di incubazione in vitro effettuate in presenza di un 
am inoacido m arcato in quan tità  lim itanti, ovvero in presenza prim a dell’ami- 
noacido m arcato nelle stesse quantità e poi di un eccesso dello stesso am ino­
acido non m arcato (prova di « chase ») è possibile ottenere picchi di poliri-
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Fig. i. -  Diagramma di ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio di una prepa­
razione di ribosomi e poliribosomi di tiroide di ratto dopo iniezione endovena di 
3H-/~leucina 2 mCuries in 0,4 mi; gradiente 10-34%, rotore SW25.i della centrifuga 
Spinco L-50. Tempo di centrifugazione: 105 minuti a +  40 C; velocità 23000 RPM. 

Sedimentazione da sinistra verso destra.

bosomi distribuiti prevalentem ente nella classe più leggera (fig. 2 a) o in quella 
p^ù pesante (fig. 2 ò).

Allo scopo di isolare le catene polipeptidiche nascenti dai poliribosomi, 
le frazioni del gradiente di saccarosio corrispondenti al picco a costante di 
sedim entazione m aggiore venivano riunite e centrifugate a 105000 x  g per 
15 h a + 4 ° C .  Al sedim ento ottenuto e risospeso in tam pone « s tan d ard »  
si aggiungeva RNasi pancreatica (Sigma Chemical Co., St. Louis) in una con­
centrazione finale pari a 1 p.g/ml per 12 h a 200 C. In  alcuni casi il sedimento 
era risospeso in una soluzione contenente LiCl 2M  +  U rea 4M  e lasciato 
a +  4°C  per 12 ore e successivamente dializzato contro tam pone « standard  »
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Fig. 2. -  Diagramma di ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio di due prepara­
zioni di poliribosomi di tiroide di ratto: a) preparazione da tiroidi incubate in vitro in
5 mi di mezzo di Eagle senza leucina +  0,04 p,Mol/ml di 3H-/-leucina per io' a 370 C; 
b) preparazióne da ghiandole incubate in vitro in 5 mi di mezzo di Eagle senza leucina +  
0,04 pMol/ml di 3H-/-leucina io' a 37°C+3' dopo aggiunta di /-leucina non marcata in 
concentrazione pari a 40 p,Moli/ml («chase»). Condizioni di centrifugazione, come in 1.

contenente urea o ^ M  [6]. In  entram bi i casi la soluzione era centrifugata 
5' a 3000 R PM  allo scopo, di elim inare eventuali im purità e il sopranatante, 
contenente le catene polipeptidiche in soluzione, era stratificato su di un 
gradiente di saccarosio e centrifugato ovvero utilizzato per le prove im ­
munochimiche. L a fig. 3 m ostra il diagram m a dopo ultracentrifugazione in
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gradiente di saccarosio delle catene polipeptidiche m arcate con 3H -/-leucina. 
È possibile m ettere in evidenza che si tra tta  di frazioni leggere, a costante 
di sedim entazione com presa tra  2 S e 4 S.

L a na tu ra  delle catene polipeptidiche e, in particolare, la esistenza di 
determ inanti antigenici comuni con la tireoglobulina 19 S, è stata accertata 
m ediante prove di im m unoprecipitazione. A tale scopo è stato utilizzato il 
sistema della co-precipitazione [7]. Poiché infatti la proteina solubilizzata
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Fig. 3. -  Diagramma di ultracentrifugazione in gradiente di saccarosio di catene 
polipeptidiche nascenti solubilizzate da polirobosomi di tiroide di ratto. I coeffi­
cienti di sedimentazione approssimativa venivano calcolati in base ad uno 
« standard» di sieroalbumina bovina (4, 2 S) presente in un altro tubo dello stesso 
'rotore. Gradiente 5-20% , rotore SW65 Ti della centrifuga Spinco Beckman 
L-2-65 HV. Tempo di centrifugazione: 8 ore a +  40 C; Velocità 63000 RPM.

era troppo scarsa per dare luogo a precipitato in presenza dell’antisiero spe­
cifico (anticorpi anti- tireoglobulina presenti nel siero di coniglio immunizzato) 
la precipitazione può essere o ttenuta m ediante aggiunta di anticorpi an ti-  
Y-globuline di coniglio. I risultati o ttenuti sono m ostrati nella Tabella I. Circa 
il 25 % della rad ioattiv ità  delle catene polipeptidiche viene precipitata, tale 
precipitazione non viene inibita dalla tireoglobulina nativa, bensì dalla pre­
senza di tireoglobulina dissociata m ediante esposizione a pH alcalino e a bassa 
forza ionica [8].
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T a b e l l a  I.
Relazione d i immunopreci p it  azione tra le catene polipeptidiche neoformate libe­
rate dai polis orni d i tiroide d i ratto e antisiero antitireoglobulina 19 S d i ratto.

Componenti DELLA REAZIONE (B

Prova
Catene 

polipepti­
diche mar­
cate con 

leucina 3H

19 S di ratto non 
marcata (2 mg)

Siero
anti-i9S

Siero
anti-Ig

di
coniglio

(3)

Precipi­
tazione

Inibizione

nativa disso­
ciata (2) (4) (5)

A + — — + + 25,0 —

B + + — + + 29,2 O

C + — +  ; + + 8,0 68,0

(1) Aggiunti nell’ordine da sinistra a destra.
(2) Ottenuto da conigli immunizzati con TGB 19 S purificata di ratto [19].
(3) Ottenuto da capre immunizzate con immunoglobulina di coniglio.
(4) In percento della radioattività totale presente nella miscela.
(5) Radioattività rimasta in soluzione in percento della radioattività precipitata nella 

prova A.

D isc u ssio n e  e co n c lu sio n i

L a frazione « ribosomiale » proveniente da ghiandole tiroidi di ratto  
m arcate in vivo ed in vitro con am inoacidi radioattivi è stata isolata m ediante 
centrifugazioni differenziali, tra ttam ento  con sodio desossicolato [9] e ultra- 
centrifugazione in gradiente di saccarosio. Con questa ultim a metodica è 
stata separata la frazione dei ribosomi singoli (78 S) da quella degli aggregati 
poliribosomiali. Questa contiene tu tta  la radioattiv ità legata presente nella 
frazione « ribosom iale », il che e indice che queste particelle si trovano in fase 
di attiva sintesi proteica, ed è costituita da almeno due classi di aggregati, 
una a coefficiente di sedim entazione 180S e l’altra di 230-2408. È possibile 
calcolare in base ai nom ogram m i suggeriti da Noli (1970) il num ero di unità 
ribosomiali presenti in  ciascun aggregato polisomiale a partire dal coefficiente 
di sedimentazione. Su questa base il picco di 180S dovrebbe consistere di 
5 unita ribosomiali e quello di 230 S di 12 unità. L ’osservazione al M. E. ha 
permesso di conferm are questo dato.

M ediante le prove di incubazione in vitro è stato possibile dim ostrare che 
la classe di j poliribosomi a costante di sedimentazione m inore è quan tita ti­
vam ente predom inante negli esperimenti di incubazione in presenza del solo 
aminoacido m arcato, cioè con una concentrazione di /—leucina notevolm ente 
inferiore a quella fisiologica del plasm a [11], m entre la classe di poliribosomi
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più pesanti si riscontra o dopo m arcatura in vivo e dopo incubazione in vitro 
in presenza di quantità  non lim itanti di /-leucina.

Sem bra pertanto  probabile che in condizioni fisiologiche entram be le 
classi di poliribosomi siano presenti, ognuna di esse devoluta alla sintesi 
di un tipo di catena polipeptidica. La prim a classe, contenente 4 -6  ribosomi, 
dovrebbe sintetizzare proteine di peso molecolare intorno a 16000, la seconda, 
contenente 12-15 ribosomi, proteine intorno a 45000, secondo l’ipotesi che 
stabilisce un rapporto  di 3000 tra  peso molecolare della catena polipeptidica 
sintetizzata per ogni un ità ribosom iale presente sul poliribosoma. Tali valori 
di peso molecolare sono notevolm ente inferiori al peso molecolare della subu­
nità della tireoglobulina proposto da De Crom brugghe et a l, compreso cioè 
tra  165000 e 200000 [1], e inferiori al peso molecolare proposto da Lissitzky 
et a l., cioè tra  70000 e 80000 [2].

Lecocq e D um ont [12] hanno riportato i risultati o ttenuti dal fraziona­
m ento di poliribosomi tiroidei di montone; Cartouzou et al. [13] di poliri­
bosomi tiroidei di pecora; M orais e Goldberg [14] e Kondo et al. [5] di poli­
ribosomi tiroidei di ghiandole bovine. I tracciati di densità ottica a 260 my. 
o ttenuti dagli autori citati sono più o meno simili tra  loro e presentano, oltre 
ad un picco di ribosom i singoli, una serie di picchi corrispondenti a 2, 3, 4, 
5, 6 unità ribosomiali. In  genere il massimo di densità ottica corrisponde a 
5-6 unità e sem bra pertanto  evidente che, qualunque sia la specie anim ale 
usata, la distribuzione dei poliribosomi tiroidei segua lo stesso andam ento. 
Kondo et al. tu ttav ia , riferiscono la presenza di poliribosomi contenenti fino 
ad un massimo di 35 unità ribosomiali, quando vengano effettuate fotografie 
al M .E . delle frazioni del gradiente prossime al fondo del tubo di centrifuga. 
K eyani e Claude [15] hanno ottenuto fotografie in cui si potevano contare 
fino a 50 ribosomi, anche in questo caso utilizzando le ultim e frazioni del 
gradiente. Questi ultim i risultati, insieme a quelli riportati da De N ayer e 
De Visscher [16], sono com patibili con un peso molecolare per la subunità 
della tireoglobulina vicino a quello proposto da De Crom brugghe et al. [1], 
tu ttav ia  la proporzione di questa frazione poliribosomiale « pesante » è tale 
da far ritenere che essa non sia quella devoluta alla sintesi della proteina quan­
tita tivam ente più im portante della tiroide.

I risultati qui presentati non escludono che le preparazioni ottenute 
risultino da disaggregazione parziale di poliribosomi più pesanti dovuta a 
liberazione di enzimi ad attiv ità ribonucleasica durante le varie tappe del­
l ’isolamento. Non è stato tu ttav ia  possibile dosare nelle varie tappe della pre­
parazione attiv ità ribonucleasica in quantità apprezzabili.

L ’isolam ento delle catene polipeptidiche m arcate con 3H -7-leucina a 
partire dai poliribosomi tiroidei sem bra in effetti conferm are i risultati ottenuti 
con l’osservazione al M. E. dal momento che le catene polipeptidiche solu- 
bilizzate e centrifugate in gradiente di saccarosio posseggono un coefficiente 
di sedim entazione tra  2 e 4 unità Svedberg, cioè inferiore a quello che ci si 
dovrebbe aspettare da proteine di peso molecolare compreso tra  70.000 e
200.000.
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Bisogna tener presente, tu ttav ia , che la stim a della distribuzione delle 
catene polipeptidiche neosintetizzate, e quindi della loro grandezza m ole­
colare, è resa particolarm ente difficile dalla presenza di catene incomplete. 
Nel caso dell’esperimento riportato  in fig. 4, tu ttavia , le catene polipepti­
diche m arcate dovrebbero rappresentare delle subunità complete o vicine 
al com pletam ento, poiché esse sono state ottenute dopo un prolungato tem po 
di « chase » in cui, cioè, la 3H -7-leucina è stata enorm em ente diluita nel corri­
spondente isotopo non radioattivo  e le catene ultim e sintetizzate (incomplete) 
sono quelle non evidenziabili in quanto contenenti ram inoacido non m arcato.

L a solubilizzazione delle catene polipeptidiche nascenti ha permesso di 
accertare che tali catene sono, almeno per una certa parte (25 %), correlate 
im m unologicam ente con la tireoglobulina e questo dim ostra che effettiva­
m ente i polisomi isolati sono im pegnati nella sintesi della tireoglobulina. Le 
ragioni della m ancata precipitazione quantita tiva (100 %) della radioattiv ità 
isolata può risiedere nella m ancanza di alcuni determ inanti antigenici nelle 
catene polipeptidiche solubilizzate. Che tale precipitazione delle catene venga 
inibita solo da parte di tireoglobulina dissociata e non da parte  di tireoglo­
bulina 19 S nativa è d ’altra  parte  espressione dell’esistenza di determ inanti 
antigenici localizzati nell’interno della molecola proteica e non accessibili 
nelle molecole di tireoglobulina 19 S. Questi determ inanti antigenici sono 
presenti sulle catene polipeptidiche che non hanno raggiunto la configurazione 
spaziale definitiva e su molecole di tireoglobulina dissociate e «svolte» 
(« unfolded ») dall’azione di mezzi denaturanti. Analoghe conclusioni sono 
state recentem ente raggiunte da Carlom agno et al. [17] e da Salabè et al. [18]. 
Questi ultim i au toii hanno anche dim ostrato l’esistenza nell’antisiero an ti-  
tireoglobulina di almeno due tipi di anticorpi, uno capace di reagire soltanto 
con la 19 S nativa, l’altro capace di reagire sia con la tireoglobulina nativa, 
sia con la tireoglobulina denaturata.
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nel corso della presente ricerca e il prof. Franco Minio Paluello per quanto concerne gli 
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Microfotografie Elettroniche di ribosomi e poliribosomi di tiroide di ratto. Aliquote 
delle frazioni del gradiente di saccarosio riportato in fig. i adsorbite su griglie con mem­
brane al carbonio, «ombreggiate» con platino o colorate con acetato di uranile all’ i % 
e osservate al Microscopio Elettronico Siemens Elmiskope i A a 40000 ingrandimenti: 
a) ribosomi singoli 78 S (frazione 16 del gradiente); ti) poliribosomi 180 S a 4-6 unità 
(frazione 37 del gradiente); c) poliribosomi 230 S a 12-15 unità (frazione 46 del gradiente).


