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ABSTRACT 

 
Il morbo di Graves è la forma più comune di ipertiroidismo autoimmune con 

un’incidenza di 50 persone ogni 100 000. Colpisce prevalentemente soggetti di 

sesso femminile di età compresa tra i 30 e i 50 anni.  

La malattia può degenerare in una serie di problematiche di salute quali: oftal-

mopatia, irregolarità del ciclo mestruale per i pazienti femminili, perdita di peso 

e alterazione dell’umore. 

Attualmente esistono delle tecniche diagnostiche che permettono un’individua-

zione della malattia sebbene debbano essere eseguiti più esami prima di poter 

accertare l’effettiva presenza del Morbo di Graves.  

L’obbiettivo del progetto di ricerca che ho seguito presso “The Technical Uni-

versity of Denmark” (DTU) e la Novo Nordisk, A/L sito di Måløv, è stato quello 

di mettere a punto un nuovo sistema di diagnosi preciso e che soprattutto per-

metta il riconoscimento della malattia anche agli stadi iniziali.  

L’idea è quella di impiegare peptidi sintetici riprodotti a partire da specifiche 

sequenze del recettore per la tireotropina (“TSHR”), direttamente coinvolto 

nella patologia, che possano essere riconosciuti dagli auto-anticorpi presenti 

nel siero dei pazienti, e che colpiscono, attivandolo patologicamente, proprio il 

recettore TSHR. 

Per prima cosa, dunque, sono state studiate quali regioni del recettore potes-

sero essere coinvolte dal legame con gli anticorpi.  

Successivamente sono stati ricreati in laboratorio mediante la SPPS (Solid 

Phase Peptide Synthesis) e purificati mediante HPLC/UPLC, 11 peptidi che ri-

chiamassero tali sequenze. Infine sono stati eseguiti test ELISA per validare la 

reattività dei peptidi verso gli anticorpi presenti nel siero dei pazienti affetti dal 

Morbo di Graves. 
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1.INTRODUZIONE.  

 

1.1 LA MALATTIA DI GRAVES E IL RUOLO FISIOLOGICO DEGLI ORMONI TIROI-

DEI.  

 

La malattia di Graves, o morbo di Graves, è una malattia autoimmune organo-

specifica. Essa prende il nome dal medico irlandese Robert James Graves che la 

descrisse per la prima volta nel 1835. Egli fu il primo ad associare sintomi, quali 

gozzo, palpitazioni ed esoftalmosi, ad un unico quadro patologico, appunto il 

morbo di Graves.  Solitamente nei Paesi non anglosassoni è noto come Morbo 

di Basedow in onore del medico tedesco Karl Adolph Von Basedow che riportò 

la stessa sintomatologia indipendentemente dal dottor Graves nel 1840. Meno 

frequentemente è chiamata anche “Malattia di Flajani” in onore del medico ita-

liano Giuseppe Flajiani che ne descrisse la sintomatologia e riportò casi di gozzo 

ed esoftalmo1 nei pazienti da lui curati.  

Essa porta ad una sovrapproduzione degli ormoni tiroidei dando luogo ad una 

condizione patologica nota come ipertiroidismo. Tale condizione patologica cli-

nicamente è caratterizzata da tireo-tossicità e dalla presenza nel siero di anti-

corpi anti-tiroide (“ATA”)2 e da linfociti auto reattivi nella ghiandola tiroidea  

(Jody Ginsberg et al., 2003).  

 
1 Esoftalmo= protusione del bulbo oculare oltre le rima palpebrale  
2  ATA = Anti-thyroid antibodies.  
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Gli ormoni tiroidei (T3, tri-iodiotironina e T4, tiroxina) regolano svariati pro-

cessi fisiologici. Tra questi possiamo ricordare: l’accelerazione del metabolismo 

basale con effetto anabolizzante, regolazione del turn over dei carboidrati e dei 

lipidi, effetto cronotropo e ionotropo positivo della gittata cardiaca (Menconi et 

al., 2014).  

La sintesi degli ormoni tiroidei può essere scomposta in tre steps principali:  

I. Captazione dello ione ioduro plasmatico;  

II. Organicazione dello ioduro;  

III. Secrezione degli ormoni tiroidei.  

 

 

 

 

 

 

Per la sintesi di ormoni tiroidei occorrono (vedi figura 1.):  

a. La tirosina: questa viene messa a disposizione della tireoglobulina (Tg). La 

tireoglobulina è una glicoproteina ed è il marcatore ematico specifico del 

tessuto tiroideo essendo prodotta unicamente dalle cellule follicolari della 

tiroide;  

b. Lo iodio: concentrato nel tireocita grazie a un meccanismo di trasporto at-

tivo mediato dal canale Sodio-Iodio Symporter (“NIS”);  

Fig. 2 Tiroxina, T4.  

Fonte: Wikipedia Images.  

Fig. 1 Tri-iodiotironina, T3.  

Fonte: Wikipedia Images.  
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c. TPO: enzima tireoperossidasi che permette l’organificazione dello iodio 

nella tireoglobulina (Muhammad A. Shahid et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Sintesi degli ormoni tiroidei nella cellula follicolare.  

Nell’area indicata con “Plasma” vediamo l’azione del Sodio-Iodio Symporter che 

permette di raccogliere lo iodo presente nel circolo ematico; a livello della cellula 

follicolare si può notare l’azione della tireoperossidasi che permette di inserire lo 

Iodio all’interno della struttura della Tg, già presente a livello del lume follicolare. 

Tratto da: Lanni et al.,1992 
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1.2 PATOGENESI E MANIFESTAZIONE CLINICA DELLA MALATTIA.  

 

I.I La manifestazione clinica.  

I pazienti affetti dal morbo di Graves vanno incontro ad una serie di tipici sin-

tomi clinici (vedi tabella 1). Le pazienti femminili possono avere alterazioni del 

normale ciclo mestruale, frequentemente si registra una perdita di peso nel 

90% dei pazienti e un netto peggioramento della vista. Inoltre, non rare, sono 

anche ripercussioni a livello psicologico e non solo fisico oltre che un calo della 

prospettiva di vita.  

La sintomatologia varia per intensità dipendentemente dall’età del paziente e 

dalla gravità delle sue condizioni cliniche. Tuttavia, ricordiamo tra i segni più 

frequenti di malattia: la presenza del gozzo, intolleranza al caldo, stanchezza, 

tremori e perdita di peso.  Un aumento del volume della ghiandola tiroidea è 

comune in quasi tutti i pazienti affetti dal Morbo di Graves; tra coloro che pro-

vengono da regioni con deficit di iodio si può presentare anche un gozzo nodu-

lare. 3 

Un’altra chiara manifestazione della malattia di Basedow è l’oftalmopatia; que-

sta porta ad abbondante lacrimazione, compressione del nervo ottico, diplopia 

(sdoppiamento della vista) ed esoftalmo (ossia anomala sporgenza degli occhi 

verso l’esterno; Terry J Smith et al., 2016).  

 
3 Esistono due forme di gozzo:  
A. Gozzo: aumento dell’intero volume della ghiandola tiroidea;  
B. Gozzo nodulare: si sviluppano noduli solidi o pieni di liquido rendendo la superficie irregolare alla palpa-

zione.  
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Lo stato di attiva oftalmopatia può essere valutato assegnando un punto a cia-

scuna delle seguenti manifestazioni: dolore alla rotazione degli occhi, edema ed 

eritema intorno alle palpebre, rottura dei capillari dell’occhio. Se il risultato è 

uguale o maggiore di tre si può facilmente concludere che si è nel pieno della 

malattia (S. Bahn et al., 2010).  

 

I.II Patogenesi.   

Nel 95% delle persone affette dal morbo di Graves è possibile determinare li-

velli significativi di anticorpi stimolatori della tiroide (“TSAb”)4. È ormai accer-

tato dalla comunità scientifica che i pazienti possiedono una quantità suffi-

ciente di TSAb tale da causare l’attivazione del “TSHR”5 e permettere un rilascio 

aberrante di ormoni tiroidei. Infatti, tra le più importanti testimonianze del 

fatto che le IgG di tali soggetti causano l’attivazione del recettore, vi sono i test 

in vitro. Durante tali prove è stato possibile evidenziare come le IgG siano la 

causa principale della patogenesi della stessa malattia (W Schroeder et al., 

2009).  

Per molti anni è stato possibile notare che in tutti i pazienti, sebbene con un 

tasso variabile, ci sia un’infiltrazione linfocitaria all’interno della ghiandola ti-

roidea. L’infiltrazione linfocitaria è caratterizzata principalmente da una pre-

ponderanza di linfociti T e da un numero minore di linfociti B. La presenza di 

infiltrazione linfocitaria riscontrata nei  pazienti Graves con oftalmopatia, non 

 
4 TSAb= Thyroid-stimulating antibodies.  
5 TSHR= Thyroid stimulating Hormon Receptor.  
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solo a livello delle cellule tiroidee, ma bensì anche in muscoli extra oculari e nei 

tessuti subcutanei dei pazienti con manifestazione di dermopatia evidenzia la 

stretta associazione di questi tre distinti aspetti che caratterizzano il Morbo di 

Basedow ed enfatizza la natura sistematica del processo autoimmune.  

Gran parte dei pazienti subisce una remissione dei sintomi dell’ipertiroidismo 

o va incontro a sintomi riconducibili a quelli dell’ipotiroidismo durante le fasi 

più tardive della malattia. Ciò è stato ricondotto alla distruzione delle cellule 

follicolari che è caratteristico dell’evoluzione stessa del Morbo di Graves (Sarg-

syan et al.,  2012).  

Se da un lato queste manifestazioni apparentemente disparate possono essere 

ricondotte a un difetto comune del sistema immunitario, dall’altro la presenza 

di anticorpi che possono cross-reagire con più antigeni rimane il centro di una 

discussione considerevole per la comunità scientifica.  

È stato possibile notare una chiara associazione tra la malattia di Graves e altre 

patologie autoimmuni organo specifiche, come ad esempio il Diabete mellito di 

tipo I. L’esistenza di sindrome patologiche a carico di più organi endocrini, ge-

neralmente associate ad un difetto immunitario generico, avvalorano l’ipotesi 

che tali condizioni abbiano un’eziologia comune e che questo possa essere ri-

condotto a una generalizzata anomalia del sistema immunitario (Tiphaine C. 

Martin et al., 2020).  
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1.3 CAUSE DELLA MALATTIA ED EPIDEMIOLOGIA.  

Il Morbo di Graves è la più comune forma di ipertiroidismo con un’incidenza di 

50 casi ogni 100.000 persone. Solitamente l’insorgenza della malattia avviene 

in soggetti la cui età si aggira tra i 30 e i 50 anni, sebbene siano riportati casi di 

pazienti che hanno iniziato a mostrare i primi segni di malattia ad età più avan-

zata. L’incidenza è minore negli uomini rispetto alle donne con un rapporto 

8:10. Studi di epidemiologia hanno evidenziato un’incidenza maggiore nelle 

persone di razza caucasica e minore in quelle appartenenti alla razza asiatica. 

Solitamente tale forma di ipertiroidismo si accompagna anche a oftalmopatia 

nel 50% dei pazienti (Kari Hemminki et al., 2010).  

Le cause della malattia non sono ancora ben chiare. Tuttavia, è ormai confer-

mata una concorrenza di fattori ambientali e genetici nello sviluppo e nell’evo-

luzione stessa della patologia, come riportato di seguito.   

 

 

a. STRESS.  

Studi di  caso-controllo hanno dimostrato che i pazienti affetti dal morbo di Gra-

ves hanno vissuto in condizioni di forte stress pochi mesi prima dell’insorgenza 

della malattia stessa. Il meccanismo pato-fisiologico che scatena la risposta 

auto-immune non è ancora stato chiarito, ma potrebbe essere legato ad altera-

zioni che avvengono sull’asse ipotalamo-ipofisi-surrene e che portano ad una 

alterazione del sistema immunitario (Miloš Žarkovic et al., 2012).  
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b. ASSUNZIONE DI IODIO.  

Studi effettuati sugli animali indicano che l’assunzione e l’esposizione allo iodio 

sono importanti elementi nell’evoluzione di problematiche legate alla tiroide.  

È stato notato come, negli animali geneticamente predisposti, l’assunzione nella 

dieta di quantitativi importanti di iodio porta più facilmente allo sviluppo della 

malattia, mentre ciò non accade in animali non predisposti.  

A tale proposito è anche interessante sottolineare che sono stati riportati mol-

teplici casi di pazienti colpiti dal Morbo di Graves che in condizioni ambientali 

con deficit di iodio risultano essere a livello clinico eutiroidei6, ma possono svi-

luppare palesi sintomi di ipertiroidismo non appena quantitativi maggiori di 

iodio diventano disponibili. In aggiunta è stato anche notato come pazienti af-

fetti da “GD7” che hanno seguito una terapia farmacologica e inizialmente hanno 

mostrato chiari segni di remissione della malattia, se esposti nuovamente a 

fonti ricche di iodio possono sviluppare nuovamente ipertiroidismo e la carica 

eccessiva di iodio può renderli resistenti alle risposte dei farmaci anti-tiroidei 

(Tuncel M et al., 2007).  

 

c. FATTORI ENDOGENI. 

È noto come la percentuale di donne colpite dal Morbo di Graves sia maggiore 

rispetto a quella di individui di sesso maschile. Questo ha portato ad avanzare 

 
6 Eutiroidismo= condizione clinica in cui si ha un normale funzionamento della ghiandola tiroidea, spesso succes-
sivamente a una terapia antiipertiroidea.  
7 GD= Graves’ disease  
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ipotesi di una possibile correlazione tra i livelli di estradiolo e la risposta au-

toimmune. Durante le diverse fasi di vita di una donna i livelli degli ormoni ses-

suali, quali gli estrogeni, variano notevolmente (basti pensare al ciclo me-

struale, alle gravidanze e alla menopausa). L’oscillazione di tali valori può con-

tribuire a creare quindi una predisposizione a GD. Infatti, nelle pazienti femmi-

nili il recettore per l’estrogeno ESR2 mostra frequenti polimorfismi, fattore che 

indica il possibile coinvolgimento dell’estrogeno nella fisiopatologia della ma-

lattia (Vassart G et al., 2000).  

Un’altra linea teorica sostiene che vi possa essere una correlazione causa-ef-

fetto con il processo di attivazione del cromosoma X. Infatti, un aspetto cruciale 

in tutte le patologie a base autoimmune (AITDs) sembra essere una perdita 

della tolleranza immunologica verso auto-antigeni. Un potenziale meccanismo 

attraverso il quale potrebbe verificarsi una mancanza di esposizione agli auto-

antigeni potrebbe manifestarsi nelle donne con un’inattivazione del cromo-

soma X. Generalmente i soggetti femminili mostrano un generico rapporto 

50:50 delle due linee progenitrici (quella paterna e quella materna) (Brix TH et 

al., 2005).  

L’asimetrica inattivazione del cromosoma X8  potrebbe portare ad una situa-

zione in cui un auto-antigene può non essere presente a livelli sufficientemente 

alti per essere espresso nel timo o in altri siti periferici coinvolti nell’induzione 

 
8 Inattivazione del cromosoma X= è un normale processo fisiologico che interessa tutte le femmine appartenenti 
ai mammiferi e consiste nella disattivazione di uno dei due cromosomi sessuali X presenti nelle cellule. Il man-
cato silenziamento di uno dei due cromosomi X porterebbe a un’espressione eccessiva e pericolosa dei loro pro-
dotti.  
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della tolleranza, ma potrebbe essere sufficiente per essere espresso in alcuni 

tessuti periferici e nelle cellule del sangue.  

Teoricamente, alcune donne potrebbero essere predisposte ad esprimere anti-

geni X-linked  che non sono stati sufficientemente tollerati in determinati tes-

suti periferici. A sostegno di tale ipotesi vi è una recente scoperta di cellule del 

sangue con un’asimmetrica inattivazione del cromosoma X nel tessuto connet-

tivale, in donne affette da scleroderma autoimmune (Naoko Ishido et al., 2015).  

 

 

1.4 METODI DI DIAGNOSI E TERAPIE ATTUALI.  

 

I.I Metodi di diagnosi.  

Al fine di diagnosticare lo stato di ipertiroidismo un’indagine clinica basata 

principalmente sulla sintomatologia riportata dal paziente è ancora una delle 

forme più utilizzate. Successivamente, per accertare le condizioni di salute della 

persona interessata, vengono misurati i livelli sierologici di tirotropina sebbene 

la diagnosi di ipertiroidismo debba essere confermata da misurazioni sierolo-

giche dei livelli di tiroxina libera (Douglas S. Ross et al., 2016).  Infatti, livelli 

elevati di tiroxina e triiodiotironina in combinazione a un basso contenuto di 

tireotropina libera sono tipici di una condizione di tireotossicità.  

Poiché la misurazione dei valori totali degli ormoni  T3 e T4 possono essere in-

fluenzati da più fattori è bene valutare le concentrazioni singole dei due liberi 

ormoni. In aggiunta la presenza nel siero di TSAb viene valutata circa nel 98% 
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dei pazienti affetti da ipertiroidismo di Graves e un’analisi di tali valori viene 

effettuata in caso non sia chiaro in quale condizione specifica di tireotossicità ci 

si trova.  

Successivamente vengono presentate due tecniche che possono essere appli-

cate poiché altamente sensibili ed affidabili sebbene un’analisi sierologica tal-

volta risulti sufficiente a comprendere il quadro di salute del paziente in esame.  

 

a. Ecografia tiroidea.  

Fornisce informazioni aggiuntive seppur non fondamentali al fine di distin-

guere una condizione patologica da una situazione di controllo (persona sana). 

Solitamente il modello della ghiandola tiroidea in GD è ipo-ecogena a causa 

Fig. 4 Rappresentazione schematica di come procedere per 

la diagnosi su campioni sierologici.  

Fonte: Graves' Disease List of authors. Anthony P. Weetman, M.D., D.Sc. 
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dell’infiltrazione linfocitaria, della riduzione di materiale colloidale ed un au-

mento della vascolarizzazione. (Roberto Vita et al., 2019).  In aggiunta l’ecogra-

fia fornisce informazioni sulle dimensioni della ghiandola tiroidea e sulla pre-

senza di noduli che potrebbero non essere percepiti durante la palpazione. 

Dunque, sebbene non obbligatoria, l’ecografia è sicuramente uno strumento di 

analisi importante per avere un quadro ancora più preciso.  

 

b. Ecocolordoppler tiroideo.  

Si tratta di una tecnica diagnostica che è in grado di fornire un’immagine a co-

lori dei vasi sanguigni nonché del flusso ematico nella zona di interesse. È utile 

nel valutare la morfologia e la vascolarizzazione dell’organo, nel diagnosticare 

eventuali lesioni o noduli tiroidei, una sindrome del gozzo diffuso ed anche nei 

sospetti pazienti di ipo- e iper-tiroidismo. È molto utilizzata anche per indivi-

duare noduli eventualmente non palpabili (Vikas Chaudhary et al., 2013).  

 

I.II Terapie attuali.  

Il trattamento del Morbo di Graves deve essere commisurato all’età del pa-

ziente, allo stadio della malattia e alle dimensioni del gozzo.  

Le terapie farmacologiche ad oggi in uso hanno due distinti obbiettivi: ridurre 

la produzione degli ormoni tiroidei o bloccarne l’attività sull’organismo. Per 

quanto riguarda la riduzione della produzione degli ormoni tiroidei ricordiamo 

i farmaci appartenenti alla famiglia delle tionamidi, tra cui il metimazolo, dispo-

nibile in Italia con il nome di Tapazole 5 mg (Vinuta Mohan et al., 2016).  
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Il Metimazolo viene anche somministrato generalmente nella maggior parte dei 

pazienti al fine di ripristinare una condizione di eutiroidismo. Talvolta può es-

sere anche prescritto in preparazione all’intervento della tiroidectomia subto-

tale.  Il suo meccanismo d’azione è quello di bloccare l’ossidazione dello ioduro 

a iodio organico, in questo modo viene impedita l’organizzazione dello iodio 

nella tireoglobulina. In generale i farmaci appartenenti alla famiglia delle tiona-

midi vengono ampiamente somministrati perché hanno un buon grado di tolle-

ranza, anche se possono manifestarsi effetti collaterali quali rash cutanei  e,  ra-

ramente, vasculiti.  

Tra i farmaci che invece agiscono bloccando gli effetti d’organo degli ormoni 

tiroidei sul metabolismo ricordiamo i Beta-Bloccanti (es. propanololo e ateno-

lolo). I beta bloccanti agiscono prevalentemente sulla sintomatologia e non 

sono risolutivi sulla malattia.  Difatti per circa 20 anni sono stati impiegati per 

ridurre  gli effetti adrenergici dovuti all’eccesso di ormoni tiroidei in circolo. Il 

meccanismo d’azione di questa categoria di medicinali è quella di andare ad 

agire antagonizzando gli effetti delle catecolammine sui recettori beta adrener-

gici (D L Geffner et al., 1992).  

Infine, viene impiegato in terapia anche lo iodio radioattivo (iodio 131), che com-

pete con lo iodio presente nell’organismo verso le cellule tiroidee. Lo iodio ra-

dioattivo emette radiazioni beta e gamma che determinano la morte delle cel-

lule tiroidee e una conseguente diminuzione degli ormoni tiroidei in circolo. 

Tuttavia, tale pratica è sconsigliata in pazienti Graves positivi che hanno chiari 
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sintomi di oftalmopatia in quanto un uso prolungato di iodio radioattivo po-

trebbe peggiorare il decorso della sintomatologia.  

Il trattamento con iodio radioattivo porta a una remissione dei sintomi da 1 a 6 

mesi nella maggioranza dei pazienti, tuttavia a causa di una mancanza di studi 

effettuati sulla fascia di popolazione pediatrica e adolescenziale, l’uso di tale 

procedura non viene consigliata per pazienti di età minore di 18-20 anni. Un’al-

tra alternativa è ricorrere alla chirurgia. Il paziente verrà sottoposto alla rimo-

zione totale o parziale della tiroide (tiroidectomia totale o parziale). Tale scelta, 

essendo piuttosto invasiva come pratica, viene riservata unicamente in quei 

casi in cui il gozzo sia particolarmente evidente o siano presenti dei noduli so-

spetti (Douglas S. Ross et al., 2016).  

Per quanto riguarda il trattamento dell’oftalmopatia tiroidea solitamente si 

opta per la somministrazione intravenosa di glucocorticoidi per coloro che pre-

sentano sintomi più o meno severi. Nel caso in cui l’utilizzo di glucorticoidi in-

travenosa dovesse risultare fallimentare viene consigliato di procedere con la 

decompressione orbitaria (Genere  et al., 2019).  

 

 

1.5 IL RECETTORE THSR.  

Il recettore TSHR svolge un ruolo fondamentale a livello fisiologico per la cre-

scita e il corretto funzionamento della ghiandola tiroidea.  In condizioni di nor-

male funzionamento, successivamente al legame dell’ormone tireotropo pro-



 

  21 

dotto dalla ghiandola surrenale (TSH) al suo recettore, gli ormoni tri-iodiotiro-

nina (T3) e tiroxina (T4) vengono prodotti e rilasciati.  Le  alterazioni del recet-

tore TSHR sono alla base dello sviluppo di condizioni patologiche, tra le quali 

possiamo annoverare il Morbo di Graves, in cui rappresenta il più importante 

auto-antigene (Sanders et al.,  1997).  

La risposta auto-immune rivolta contro il recettore del TSH può portare anche 

all’evoluzione dell’oftalmopatia associata a tiroidismo, risultato di una risposta 

autoimmune che prende luogo negli spazi al di fuori delle cavità oculari (Murat 

Tuncel et al., 2017).  

 

I.I La struttura del recettore.  

Si tratta di un recettore accoppiato a proteina G con sette domini trans-mem-

brana idrofobici, la cui porzione N-terminale si trova al di fuori della cellula 

mentre la porzione carbossi-terminale si trova nel lato citosolico ed è respon-

sabile per l’interazione con le proteine G.  

Il TSHR è composto da due subunità interconnesse mediante un ponte di-sol-

furo: una catena α extra-cellulare che costituisce la regione implicata nel le-

game con il ligando, ed un β-polipeptide che costituisce la porzione trans-mem-

brana e citosolica del recettore stesso ed è responsabile della sua attivazione e 

e trasduzione del segnale (Gunnar Kleinau; et al.,  2010).  

Il recettore del TSH è codificato da un gene presente sul cromosoma 14 umano.  



 

  22 

È stato dimostrato che tre specifiche regioni del recettore TSHR sono potenzial-

mente coinvolte nella formazione di un complesso “TSH”9 binding pocket. Que-

ste sono: aa 246-260; 277-296; 381-385 (Seetharamaiah et al.,  1997).  

Un’altra caratteristica strutturale importante da tenere presente per compren-

dere al meglio il funzionamento del recettore è l’interazione che avviene me-

diante il ponte di solfuro tra la Cys41, presente sul TSH, e un altro residuo di 

Cys presente nella subunità α del recettore.  

 

 
9 TSH= Thyroid Stimulating Hormone.  

Fig.5 Struttura del TSHR con evidenziati i possibili siti di glicosilazione; Fuc-fucosio; Gal-

galattosio; GLcNac-N-acetilglucosammina; Man-mannosio; SA- acido salicilico; Ser-

serina; X-qaqualsiaisi amminoacido eccetto propina.  

Fonte: Glycosylation of thyroid-stimulating hormone receptor; Paulina Korta, Ewa Pochec ́; Department of Glycoconjugate 

Biochemistry, Institute of Zoology and Biomedical Research, Jagiellonian University, Krakow, Poland  
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I.III Modifiche post trascrizionali.  

Tra le modifiche post trascrizionali che il recettore TSHR subisce, la glicosila-

zione è sicuramente tra le più importanti (Yuji Nagayama,  et al., 1998).  

Con il termine glicosilazione s’intende l’attacco di oligosaccaridi alle proteine; 

ciò comporta un cambiamento sostanziale delle proprietà chimico-fisiche delle 

stesse. Proteine glicosilate sono presenti in tutti i tessuti del nostro corpo e il 

TSHR è una delle proteine di membrana più altamente glicosilate che possiamo 

individuare (circa il 30% del peso del recettore è dato da N-oligosaccaridi). Con 

il termine N-glicosilazione s’intende la formazione di un legame covalente tra 

gli N delle catene laterali dei residui di asparagina nella sequenza Asn-X-

Ser/Thr (dove X indica un qualsiasi amminoacido che non sia propina) e i gli-

cani (Marta Ząbczyńska et al.,  2018).  

Nella porzione extra-cellulare possono essere individuati sei siti N-glicosilati 

(Asn77; Asn99; Asn113; Asn177, Asn198; Asn302) e tra questi in particolare il 

sito Asn113 è unico per il “hTSHR”10 mentre il sito Asn117 è specifico per i 

mammiferi (Korta ET AL., 2018).  

È stato dimostrato che la glicosilazione di tali due residui, Asn117 ed Asn113, 

è fondamentale per il funzionamento del recettore. Infatti, il TSHR espresso in 

linee cellulari CHO 11  in cultura in presenza di tunicamicina, un inibitore in 

grado di abolire totalmente i residui N-glicosilati, mostra una perdita delle pro-

prietà di stimolazione indotte dal TSH e della produzione di cAMP.  

 
10 hTSHR= human Thyroid stimulating hormone  
11 CHO= Chinese Hamster ovary cells 
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Un’ipotesi che è stata recentemente avanzata sostiene come la presenza dei sei 

residui di N-glicosilazione possa influenzare l’evolversi della malattia. Infatti, in 

altre specie animali, quali cani, gatti e topi (che presentano unicamente 5 siti di 

glicosilazione) non è stato mai diagnosticato il Morbo di Graves. Si è ipotizzato 

quindi  che potesse esserci una diretta correlazione tra l’elevato numero di siti 

di glicosilazione e la marcata diminuzione del funzionamento della risposta im-

munitaria (S Kosugi et al.,  1993).  

In aggiunta ulteriori studi sono stati effettuati in merito all’importanza della gli-

cosilazione nella patogenesi del Morbo di Graves. È stata valutata l’ipotesi che 

gli anticorpi stimolanti la tiroide (TSAbs) possano interagire con porzioni diffe-

renti del recettore rispetto a quelle che determina il legame con il TSH. Per sta-

bilire ciò sono state create delle modifiche sulla porzione extra-cellulare del re-

cettore TSHR espresso nel ratto nonché mutazioni puntiformi sui potenziali siti 

di N-glicosilazione ( Minich et al., 2004).  

Successivamente si è misurata la capacità di legare il TSHR modificato rispetti-

vamente da parte del TSH e degli TSAbs e di aumentare il livello di cAMP nelle 

cellule. La mutazione di due siti di glicosilazione (il residuo 77 e 198) ha mo-

strato causare una significativa diminuzione dell’alta affinità iniziale del le-

game del TSH ma non dell’attività dei TSAbs. La mutazione puntiforme di un 

terzo sito di glicosilazione (il residuo 302) ha mostrato a sua volta un’aumento 

dell’attività di TSAb ma nessun effetto sul legame ad alta affinità del TSH; in 

aggiunta l’eliminazione di una mutazione sui residui 308-410 ha causato una 
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perdita dell’attività di TSAb, ma ha mantenuto il legame del TSH. Queste ul-

time mutazioni coinvolgono una regione del recettore che ha bassa omologia 

con i recettori delle gonadotropine.  

Questa porzione ha la caratteristica di non essere importante per l’attività del 

recettore stesso, ma è reattiva con le IgG dei pazienti affetti da GD. Quindi, l’eli-

minazione dei residui 339-367 non ha alcun effetto sul legame del TSH o sull’at-

tività del TSH/TSAb, ma contiene allo stesso tempo un peptide (residui 352-

367) risulato reattivo nel test ELISA all’80% con le IgG dei pazienti GD, ma non 

con le IgG dei soggetti sani o affetti da malattie tiroidee non autoimmuni. Questo 

porta a considerare che ci siano delle regioni, o anche delle semplici mutazioni 

di alcuni residui, sul recettore TSHR che siano selettive per il TSH o per l’azione 

degli TSAbs (Lauc et al.,  2013). 

 

I.III Processo immunologico coinvolto nell’insorgenza della malattia e l’impor-

tanza della glicosilazione.  

Durante la prima fase di un processo autoimmune (AITD), gli antigeni tiroidei 

sono catturati, internalizzati e processati dalle cellule presentanti l’antigene 

(“APC”), quali cellule dendritiche e macrofagi. Le APCs successivamente presen-

tano specifici antigeni tiroidei alle cellule T e B, che portano alla loro attivazione 

e alla produzione di anticorpi (Nishino et al., 2001).  

Le glicoproteine di superficie sono riconosciute dal recettore del mannosio 

(“ManR”) presenti sulla superficie delle APCs. I ManR sono proteine trans-mem-

brana sodio/calcio dipendenti con proprietà fagocitarie ed endocitiche. Esse 
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contengono domini di tipo C per il riconoscimento dei carboidrati (“CRDs”), fun-

zione principale in qualità di lecitine e hanno la capacità di legare sia il manno-

sio, ma anche il fucosio e residui di N-acetilglucosammine nonché residui sol-

fato negli N-glicani (Sears et al., 1998).  Si crede che questa interazione possa 

giocare un ruolo fondamentale nell’evoluzione della malattia di Graves.  

I residui di N-glicani non sono importanti solo per il riconoscimento del TSHR 

da parte delle cellule presentanti l’antigene, ma anche per innescare la fase suc-

cessiva della risposta umorale. Infatti, una serie di lavori scientifici, a partire dal 

1990, hanno dimostrato che gli N-oligosaccaridi presenti sulla subunità A del 

TSHR sono coinvolti nel legame degli auto-anticorpi al recettore (Martin et al., 

2020).  

Gli auto-anticorpi diretti contro il TSHR appartengono principalmente alla 

classe G delle immunoglobuline (“IgG”). Le IgG sono composte da due fram-

menti: il frammento Fab, che lega l’antigene, e il frammento Fc, detto anche 

”frammento cristallizabile”, che viene legato da recettori specifici delle cellule 

immunitarie attivandole. Le catene zuccherine delle IgG influenzano la strut-

tura tramite stabilizzazione della molecola e aumentando la resistenza alle pro-

teasi (W Schroeder, et al., 2010). Gli N-glicani regolano il rilascio delle IgG dai 

linfociti B, il loro funzionamento ed il legame delle IgG alle altre proteine speci-

fiche. Cambiamenti dati dalla glicosilazione delle IgG sono ben documentati in 

alcune malattie autoimmuni, tra le quali dobbiamo ricordare l’aglicosilazione 

caratteristica dell’artrite reumatoide. Le alterazioni della struttura dei glicani 

portano ad anomalie nel legame delle IgG al sistema complemento, che risulta 
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in un’incontrollata attivazione del complemento e lo svilupparsi di uno stato 

infiammatorio. Tuttavia la glicosilazione delle IgG nelle AITD è stata ancora 

poco approfondita. Ad oggi cambiamenti della glicosilazione sono stati osser-

vati  nelle IgG anti-tireoglobulina in pazienti con ipertiroidismo di Graves e ti-

roidismo di Hasmito, un’altra forma molto comune di AITD  (Kosugi et al., 

1991).  

 

 

 

 

 

  



 

  28 

 

2. SCOPO DELLA TESI.  

L’obbiettivo di questa ricerca sperimentale è stato quello di mettere a punto e 

testare un nuovo potenziale metodo per poter diagnosticare, fin dagli stadi ini-

ziali della malattia, la presenza di auto-anticorpi all’interno del siero di diversi 

pazienti presi in esame. Per raggiungere tale obbiettivo il gruppo di ricerca di 

cui ho fatto parte nell’Università tecnica della Danimarca (“DTU”), si è focaliz-

zata sullo studio del recettore TSHR che, come analizzato anche nell’introdu-

zione, sembra svolgere un ruolo di primaria importanza nella patogenesi della 

malattia. In particolare l’attenzione è stata rivolta verso specifiche sequenze 

quali la regione extra-cellulare 21-413 del recettore TSHR. Infatti, in seguito ad 

attente ricerche in letteratura, è stato notato come questa parte possa essere 

maggiormente interessata dal legame con i TSAb. In alcuni studi precedenti il 

TSHR è stato suddiviso in 3 regioni distinte: una regione C-terminale, una re-

gione centrale e infine una N-terminale. In particolare, sono stati utilizzati tre 

anticorpi murini monoclonali diretti verso delle specifiche sequenze del recet-

tore e sono stati effettuati dei test sul siero sia di pazienti affetti da GD, sia di un 

gruppo controllo e sia di un gruppo di pazienti affetti da altre forme di “AIT”12 

che aveva manifestato la presenza di “TBAb”13. I risultati di tale studio hanno 

riportato come gli anticorpi monoclonali diretti verso la regione centrale del 

recettore raggiungano una maggiore sensibilità in pazienti GD, mentre quelli 

 
12 AIT= Autoimmune Thyroid Disease  
13 TBAb= TSH blocking antibodies  
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specifici per le sequenze C-terminali si trovino maggiormente nel siero del 

gruppo di pazienti AIT (Latrofa et al.,  2015). La nostra attenzione si è focaliz-

zata anche sullo studio dei residui amminoacidi del recettore che fossero coin-

volti nel processo di glicosilazione. Il lavoro da me svolto in relazione alla ri-

cerca condotta dal DTU è divisibile in due fasi. Una prima fase è stata quella di 

individuare le sequenze del TSHR che potessero avere un maggiore coinvolgi-

mento nell’evoluzione del morbo di Graves e di effettuare ricerche riguardanti 

la struttura di possibili epitopi da sviluppare in laboratorio e su cui, successiva-

mente, eseguire le analisi di ricerca e reattività con gli anticorpi presenti nel 

siero dei pazienti. Per l’esecuzione dell’analisi dei peptidi è stato utilizzato il 

software PEP3-FOLD mentre per la realizzazione dei peptidi stessi è stata ado-

perata la “SPPS”14 utilizzando l’attrezzatura fornita dalla Novo Nordisk A/S- 

site Måløv. Questa prima fase ha portato alla realizzazione di ben 13 peptidi, 

composti da circa 10-15 residui amminoacidi.  

La seconda fase è stata quella di effettuare test ELISA sul siero di pazienti affetti 

da GD per evidenziare la reale presenza di un legame tra gli epitopi da noi sele-

zionati e gli anticorpi presenti nel siero dei pazienti. I test ELISA, sono stati con-

dotti non unicamente sul siero dei pazienti affetti da GD, ma anche sul siero di 

un gruppo di soggetti sani e un gruppo di pazienti affetti da Diabete di tipo I.  

I dati sperimentali da me ottenuti, per quanto concerne questa parte da me 

svolta, hanno portato alla sintesi di 13 pepetidi ed alla selezione di quelli che 

maggiormente hanno manifestato una maggiore reattività e specificità verso gli 

 
14 SPPS= Solid Phase peptide Synthesis  
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anticorpi circolanti nei pazienti, tuttavia il progetto è ancora in fase di sviluppo 

ed i colleghi che mi hanno affinacato durante il periodo di tesi porteranno 

avanti ulteriori prove di laboratorio per cercare di perseguire al massimo 

l’obiettivo prefissato dal progetto. 

E’ doveroso specificare che tutto il progetto è stato svolto in stretta collabora-

zione con l’azienda biotech Novo Nordisk A/S a Måløv. Questo aspetto da un 

lato mi ha dato il privilegio di lavorare a stretto contatto con una realtà lavora-

tiva proiettata alla produzione di prodotti dedicati ad applicazioni biomediche, 

ma dall’altro lato implica degli stringenti contratti di agreement legati a vincoli 

di brevettazione ed inevitabilmente limiti nella possibilità di trattare e divul-

gare i risultati ottenuti. Alla luce di questi aspetti nel presente manoscritto e 

nella discussione finale della mia tesi sperimentale ho potuto riportare e descri-

vere solo in parte i risultati ottenuti dalle attività svolte. Nello specifico mi è 

consentito di descrivere tutta la parte relativa la sintesi dei peptidi e della loro 

purificazione e validazione di purezza. Al contrario, i dati ottenuti dalle analisi 

biologiche ELISA, per testare l’efficacia e la specificità di legame dei peptidi agli 

anticorpi dei pazienti, non sono in mio possesso e quindi non ho potuto ripor-

tarli. 

  



 

  31 

 

 

3. MATERIALI E METODI.  

 

3.1 PEPTIDI E PROTEINE.  

Le proteine sono grandi biomolecole costituite da catene di amminoacidi. Le 

loro sequenze possono variare da pochi residui (al di sotto di 50 amminoacidi 

non si parla di proteina ma bensì di peptide) a centinaia di migliaia di ammi-

noacidi (al di sopra di 50 residui si parla di proteina).  

Sono noti 20 amminoacidi naturali che possono dare vita a un vasto numero di 

differenti strutture e funzioni proteiche.  

Una differenza nella struttura primaria, che si tratta della pura sequenza dei 

singoli amminoacidi in una proteina, si traduce in una differenza conformazio-

nale delle strutture secondaria e terziaria e soprattutto una differenza di atti-

vità (Phelan et al., 2018).  

Le proteine rivestono diverse funzioni biologiche, a partire dalla replicazione 

del DNA, la formazione del citoscheletro, il trasporto dell’ossigeno in tutte le 

cellule del nostro organismo, senza escludere tutte le funzioni enzimatiche e 

biochimiche per la sintesi e la conversione di molecole in tutto l’organismo. 

Molte proteine presenti nell’organismo umano possono, tuttavia, essere rag-

gruppate in classi in base alla loro struttura o alla loro funzione. Proteine e pep-

tidi ricoprono un ruolo estremamente rilevante nel settore della ricerca e dello 
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sviluppo farmaceutico. Infatti, i peptidi sono riconosciuti avere un ruolo estre-

mamente efficace in alcune terapie, per essere estremamente selettivi verso al-

tri target molecolari e  al tempo stesso essere ben tollerati e sicuri se introdotti 

in un organismo (M. Berg et al., 2002).  

Sulla base del crescente interesse nei confronti di tali molecole nel settore far-

maceutico e di ricerca e sviluppo (“R&D”) , al momento circa più di 140 diversi 

peptidi sono studiati per un possibile approccio in medicina.  

In generale i peptidi sono molecole estremamente selettive, in grado di legare 

specifici recettori presenti sulle membrane cellulari (come nel nostro caso il re-

cettore TSHR, accoppiato a proteina G) e di scatenare una risposta cellulare im-

mediata. Grazie proprio a questo alto livello di affinità è possibile utilizzare i 

peptidi anche come metodo di diagnosi per rilevare la presenza di auto anti-

corpi all’interno del siero dei pazienti.  

di non si parla di proteina ma bensì di peptide) a centinaia di migliaia di ammi-

noacidi (al di sopra di 50 residui si parla di proteina).  

Sono noti 20 amminoacidi naturali che possono dare vita a un vasto numero di 

differenti strutture e funzioni proteiche.  

Una differenza nella struttura primaria, che si tratta della pura sequenza dei 

singoli amminoacidi in una proteina, si traduce in una differenza conformazio-

nale delle strutture secondaria e terziaria e soprattutto una differenza di atti-

vità (W. Sammond et al., 2011).  

Le proteine rivestono diverse funzioni biologiche, a partire dalla replicazione 

del DNA, la formazione del citoscheletro, il trasporto dell’ossigeno in tutte le 
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cellule del nostro organismo, senza escludere tutte le funzioni enzimatiche e 

biochimiche per la sintesi e la conversioone di molecole in tutto l’organismo. 

Molte proteine presenti nell’organismo umano possono, tuttavia, essere rag-

gruppate in classi in base alla loro struttura o alla loro funzione.  

 

 

3.2 UTILIZZO DEL SOFTWARE PEP3FOLD PER LO STUDIO DEI PEPTIDI.  

 

Una prima fase del mio lavoro è stata caratterizzata dallo studio della sequenza 

e della conformazione dei peptidi che successivamente sarei andata a sintetiz-

zare in laboratorio. I peptidi in questione sono stati studiati sulla base della 

struttura del TSHR. In particolare, la nostra attenzione, come riportato nelle pa-

gine precedenti, si è incentrata su specifiche porzioni del recettore stesso, ossia 

la regione compresa tra i residui aminoacidici 21-413.  

Per fare ciò mi sono avvalsa del software Pep-3f-old : Peptide Structure Predic-

tion Server.   

La funzione di tale software è quella di predire la struttura dei peptidi a partire 

dalle sequenze di amminoacidi dei quali sono composti. PEP-3-FOLD permette 

di generare possibili conformazioni di complessi proteina-peptide a partire da 

una specifica sequenza della una stessa proteina in oggetto.  

Il limite di tale strumento tuttavia è la lettura di una sequenza unicamente di 

max. 50 amminoacidi.  
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Per tale motivo, e anche per un problema di logistica riguardante il processo di 

sintesi, i peptidi da me sintetizzati successivamente sono costituiti in media da 

13-15 residui di amminoacidi. Nella parte del manoscritto dedicata ai risultati 

sono presenti le strutture 3D analizzate tramite PEP-3-FOLD dei peptidi in que-

stione.  

 

3.3 SINTESI IN FASE SOLIDA DEI PEPTIDI.  

In seguito alle analisi e progettazione in-silico grazie al programma PEP-3-

FOLD, la parte del progetto che ho personalmente realizzato con estrema cura 

ed attenzione è stata, la sintesi in fase solida dei peptidi.  

Per fare ciò ho utilizzato la strumentazione, fornita dalla sede della Novo Nor-

disk A/S a Måløv sulla base della collaborazione scientifica e progettuale con il 

DTU.   

 

I.III SPPS: Solide Phase Peptide Synthesis.  

La sintesi dei peptidi può essere condotta con tecniche classiche, sebbene ad 

oggi la maggior parte delle sintesi siano condotte utilizzando la tecnica della 

fase solida (Solide Phase Peptide Synthesis, “SPPS”).  

Questo metodo è stato sviluppato inizialmente da Bruce Merriefield che vinse 

il premio Nobel nel 1984. La sintesi chimica è la procedura favorita per la pro-

duzione di peptidi corti e permette l’utilizzo di amminoacidi non naturali.  

Questo metodo utilizza reazioni di condensazione sequenziali tra un’ammide e 

un gruppo carbossilico per formare un legame peptidico.  
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La sintesi in fase solida, dunque, consiste nell’addizione sequenziale di α-ammi-

noacidi con gruppi protettori delle catene laterali a un supporto solido. Come 

gruppi N-protettori vengono scelti gruppi acido-rimovibili con uso di BOC (tert-

butossicarbonile) o basico-rimovibili con l’utilizzo di Fmoc (Cloruro di fluore-

nilmetilossicarbonile).  

Durante il nostro lavoro sono stati utilizzati unicamente gruppi Fmoc-sensibili. 

Dopo la rimozione del gruppo protettore, un altro amminoacido protetto viene 

aggiunto successivamente utilizzando o un agente di accoppiamento o un deri-

vato ammino acidico pre-attivato (Blanco-Canosa et al., 2008).  

Fig. 6 Formazione di un legame peptidico.  
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Il peptide risultante è attaccato alla resina tramite un linker, nella porzione C-

terminale e può essere rimosso producendo un peptide acido o un ammide (in-

fatti la terminazione C può essere un gruppo carbossilico o un’ ammide)  ciò 

dipende da quale agente linker è stato utilizzato.  

 

Allo stesso tempo della rimozione del peptide dalla resina, vengono rimossi i 

gruppi protettori. Questi, infatti, vengono scelti affinché possano essere facil-

mente rimossi durante la procedura finale di lavaggio.  

La sintesi del peptide procede dalla porzione N a quella C- terminale . 

 A seconda di quale tipo di terminazione si desideri ottenere nella porzione  C 

terminale  del peptide, possono essere utilizzate diverse tipologie di resine. Il 

nostro obbiettivo era quello di ottenere un’ammide nella porzione C-terminale, 

motivo per il quale è stata utilizzata la resina Fmoc-PAL amide resine.  

 

Fig.7  Fmoc-PAL amide resin.  

Fonte: Novabiochem Synthesis edizione 

2014-2015.  
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Il primo passaggio della sintesi è la a de-protezione dell’atomo di azotonucleo-

filo, che è stato utilizzato per la formazione del legame peptidico. Questo resi-

duo è protetto da un gruppo Fmoc. La rimozione di tale gruppo protettivo dagli 

amminoacidi viene effettuata utilizzando solitamente piperidina, o un’altra 

base nucleofila.  

Il lavaggio finale, che porta alla rimozione del peptide dalla resina e dei gruppi 

protettori delle catene laterali, richiede l’uso dell’acido trifluoroacetico  (TFA)  

nella procedura Fmoc da noi utilizzata (Behrendt, et al., 2016).  

Solitamente la forza dell’acido utilizzato dipende sia dalla natura del linker sia 

dal gruppo uscente. In generale è possibile dire che maggiormente il linker è 

elettron ricco, più facile è la rimozione del prodotto.  

Fig. 8 Rimozione del gruppo F-moc mediante l’utilizzo della piperidina.   
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La formazione del legame peptidico tra due amminoacidi richiede due passaggi. 

Il primo passaggio è l’attivazione del gruppo carbossilico di uno dei due residui, 

il secondo è l’attacco nucleofilo dell’ammino gruppo di un amminoacido atti-

vato e il gruppo carbossilico di un secondo.  

L’attivazione del gruppo carbossilico per la formazione dell’ammide viene ef-

fettuata grazie all’utilizzo di agenti di accoppiamento per peptidi.  

Il gruppo di attivazione dev’essere scelto con estrema cura per evitare anche 

reazioni collaterali e per ottenere un’elevata percentuale di efficienza nella for-

mazione del legame. L’obbiettivo di questi reagenti è quello di rendere l’ossi-

geno un gruppo uscente migliore rispetto all’acqua.  

Fig. 9 Schema generale della rimozione del linker e dei gruppi protettori nella strategia 

Fmoc. 

Fonte: Novabiochem Synthesis edizione 2014-2015.   
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L’agente di accoppiamento da me utilizzato è stato una miscela formata da: 

Fmoc-ammino acid; DIC (N,N’ diidrossipropilcarboimmide) ; Collidina (2,4,6 

trimetilpiridina)  e Oxyma.  

Le carboiimidi sono state utilizzate spesso come reagenti attivatori in situ nella 

sintesi dei peptidi. In particolare Dicicloesilcarboimmide (“DCC”) e la N,N’ dii-

drossipropilcarboimmide (“DIC”) sono state tra le più adoperate.  

 

 

 

 

 

 

 

Durante la reazione di sintesi si può formare N-acilurea come intermedio; se ciò 

accade, l’acido carbossilico non può andare incontro a formazione del legame 

peptidico e tutto ciò può portare al fallimento della sintesi. Dalla N-acylurea si 

forma O-acylurea. Per tale motivo vengono utilizzati additivi come HOBt (1-

idrossibenzotriazolo): per catturare l’O-acilurea e convertirla in un prodotto 

meno reattivo. Attualmente HOBt è stato classificato come un potente esplosivo 

e questo ha reso la sua fornitura ed utilizzo  piuttosto difficile. Questo ha portato 

alla sostituzione di HBOt con Oxyma. Quest’ultimo reagente viene utilizzato an-

che per evitare le reazioni di racemizzazione durante la sintesi.  

Fig. 10 Struttura chimica 

di DCC e DIC.  
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L’uso di DIC come agente di accoppiamento è ampiamente diffuso date le sue 

favorevoli caratteristiche chimico-fisiche. DIC a temperatura ambiente si trova 

in forma liquida, ciò rende più facile la rimozione degli intermedi di reazione 

nelle fasi finali di lavaggio. Inoltre i derivati dell’urea che vengono a formarsi 

durante la reazione sono facilmente dissolubili rispetto ai prodotti intermedi 

che si formano con l’uso di reagenti quali il DCC. Infatti una delle distinzioni più 

importanti che viene fatta per la scelta del corretto reagente è proprio come 

possano essere allontanati dalla soluzione finale gli intermedi di reazione e le 

impurezze. Dal momento che il peptide non è disciolto nella soluzione, è bene 

che i prodotti di scarto rimangano invece in soluzione e successivamente allon-

tanati al termine di tutte le reazioni di condensazione. (J Mijalis et al., 2017).  

 

 

I.III Utilizzo della SymphonyX machine, Gyros Protein Technologies.   

Per eseguire la sintesi dei peptidi in fase solida ho utilizzato la macchina Sym-

phonyX presente nei laboratori nel sito industriale della Novo Nordisk A/S. Gra-

zie all’elevata precisone e tecnologia di tale strumento è stato possibile sinte-

tizzare più di un peptide alla volta. Infatti SymphonyX è uno dei primi sintetiz-

zatori di peptidi multicanali, con canali  del tutto indipendenti che permettono 

di gestire  diverse sequenze e protocolli con diversi reagenti contemporanea-

mente, eseguendo più sintesi.  

Una volta aggiunta la resina Fmoc-PAL-Amide alla macchina, quest’ultima porta 

avanti tutti i passaggi successivi automaticamente.  
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Successivamente rappresenterò i passaggi in modo schematico.  

Di seguito sono riportati in maniera schematica tutti i passaggi eseguiti. 

 

1. Impostazione della macchina.  

Il programma da me utilizzato è stato: 300-10m-s-2h-cop-DIC.  

La scelta di tale programma è stata strategica, infatti esso ha permesso di effet-

tuare un lavaggio ogni volta che veniva aggiunto un amminoacido  

(S=single) e l’utilizzo di DIC come agente attivatore. L’importanza dell’effettua-

zione dei lavaggi tra le aggiunte dei singoli amminoacidi è data dal fatto che in 

questo modo si assicura che non ci sia alcun residuo amminoacidico rimanente 

in soluzione.  

 

2. Carico della resina all’interno dello strumento.  

Al fine di procedere con SPPS è necessario caricare la resina all’interno dello 

strumento. La resina da noi utilizzata è la resina di cloruro 2-clorotritile e segue 

una reazione di tipo SN115 con il meccanismo qui sotto descritto.  

 
15 SN1= sostituzione nucleofila di tipo 1;  

Fig. 11 Caricamento della resina 2-clorotritile mediante una reazione SN1.  
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3. Scelta della miscela di reagenti di accoppiamento.  

Come detto precedentemente, la miscela di reagenti utilizzata era composta da: 

Fmoc-amino acid; DIC; Collidina e Oxyma. Di seguito vengono  riportate le sin-

gole reazioni chimiche che avvengono tra i singoli reagenti. Come spiegato pre-

cedentemente un problema che si incontra nell’uso di DIC è dato dalla forma-

zione di N-acilurea (FIg. 12, A). Questo viene risolto dall’aggiunta di HBOt (Fig. 

12, C) o di Oxyma (Fig 12, D) che permettono la conversione di O-acilurea (for-

matosi da N-acylurea) con prodotti più stabili. Un’altra problematica che si può 

incontrare è quella descritta dal passaggio B, Fig. 3.6. Durante l’attivazione di 

un altro acido carbossilico questo può attaccare l’estere formatosi e portare alla 

formazione di anidride. Quest’ultima dimezza la concentrazione di estere attivo 

presente (Dr. Santosh K. Mahto et al., 2011).  

HBOt e Oxyma, essendo migliori nucleofili, rendono la formazione dell’anidride 

meno probabile. Grazie alla presenza di una discreta concentrazione di estere 

attivo, il nuovo legame peptidico può essere formato facilmente mediante l’ag-

giunta di un’ammina (Fig. 12, E).  
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5. Cleavage Cocktail.  

Il terzo step che viene effettuato dalla macchina è l’utilizzo del cleavage cocktail. 

Questo mix di reagenti, quali TFA/Acqua/TIPS, serve per rimuovere il peptide 

della resina. Il TFA (acido trifluoroacetico) insieme  ad altre molecole scaven-

gers (come il TIPS16 iP3SiH che disattiva i cationi presenti sui gruppi protettori) 

 
16 TPIS: triisopropilsilile 

Fig. 12 Spiegazione delle reazioni chimiche che avvengono tra i singoli reagenti di 

accoppiamento.  

A) Formazione di N-Acylurea dall’interazione di Fmoc-amino acid e DIC;  

B) Formazione di anidride;  

C) Utilizzo di HBOt come agente stabilizzante;  

D) Uso di Oxyma come agente stabilizzante;  

E) Formazione del legame peptidico.  
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svolge il ruolo principale in questo processo. Le concentrazioni devono essere 

elevate al fine di rimuovere ogni gruppo protettore. Se si desidera ottenere pep-

tidi con ancora gruppi protetti al fine di effettuare altre trasformazioni chimi-

che con essi è necessario effettuare questa fase finale in condizioni meno ag-

gressive.  

 

Una volta ottenuti i peptidi programmati, sono state effettuate, sugli stessi pro-

dotti, delle reazioni di purificazione al fine di isolare il prodotto finale in una 

concentrazione il più possibile elevata e scevra da contaminanti.   

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 SymphonyX, Gyros 

Protein Techonologies.  

Fonte: 

GyrosProteinTechonologies 
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3.4 PURIFICAZIONE DEI PEPTIDI.  

 

I.I Cromatografia a fase inversa HPLC.  

HPLC: High performance liquid Chromatography.  

Una volta ottenuti i peptidi mediante l’utilizzo dello strumento SymponyX da 

me precedentemente descritto, ho proceduto con l’analisi e la purificazione di 

questi ultimi.  

Per effettuare una purificazione che fosse il più possibile precisa ho utilizzato 

la tecnica della HPLC.  

L’HPLC è una metodica cromatografica di ripartizione liquido/liquido, dove il 

soluto si ripartisce tra una fase stazionaria e la fase mobile polare (il solvente 

eluente, nel mio caso, si trattava di una miscela composta da 0.1% TFA in acqua 

e 0.1% TFA in acetonitrile). Esistono diverse possibilità per effettuare tale tec-

nica:  

a. Cromatografia liquida in fase diretta;  

b. Cromatografia liquida in fase inversa (“Reverse Phase”).  

La seconda possibilità è stata quella da me adoperata.  

Ad oggi l’HPLC in fase inversa è una delle tecniche più utilizzate nella separa-

zione di proteine e peptidi. È infatti ampiamente utilizzata nell’industria biotec-

nologica per caratterizzare proteine utilizzate a scopi medici e per procedere 

con la loro purificazione (Gumustats et al., 2013).  
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Proteine e peptidi vengono separati grazie alle loro specifiche proprietà di in-

terazione con la superficie idrofobica delle particelle che cmpongono la fase sta-

zionaria solida delle colonne cromatografiche. Le particelle  

presenti nelle colonne. Le particelle presenti nelle colonne sono solitamente 

composte da composte da silice poiché è stabile a contatto con la maggior parte 

degli eluenti utilizzati; inoltre, le particelle di silice possono essere composte da 

diverse dimensioni e diverse caratteristiche di porosità.  

La purezza delle particelle di silice è di estrema importanza per ottenere una 

buona performance ai fini della purificazione stessa. Le particelle di silice sono 

trattate con una molecola di idrocarbone in modo da creare una superficie idro-

fobica. La funzionalizzazione più comune è data dall’attacco di una catena li-

neare di 18 atomi di carbonio (costituiscono le cosiddette “colonne C18”). Gra-

zie a questo strato di idrocarburi sulla superficie delle particelle di silice le pro-

teine e i peptidi vengono legati alla superficie delle particelle.  

Fig. 14 Rappresentazione schematica del funzionamento 

di HPLC.  

Fonte: Instrument Information forum. Com 
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a. Solventi.  

Le proteine sono assorbite o eluite dalla superficie idrofobica della fase stazio-

naria mediante l’azione di un solvente organico. Quando il solvente organico 

con maggiore affinità raggiunge una specifica concentrazione, la proteina di-

stacca dalla superficie idrofobica e viene quindi eluita attraverso la colonna fino 

alla sua fuoriuscita. Come detto sopra, il solvente utilizzato per le nostre ana-

lisi/procedure è stato acetonitrile con una concentrazione dell’0.1% di TFA.  

L’acetonitrile è uno dei solventi organici più utilizzati nella cromatografia a fase 

inversa per diverse ragioni: ha un buon livello di polarità, è volatile ed è facil-

mente rimovibile dal campione, ha una bassa viscosità e dunque causa anche 

una bassa pressione all’interno dello strumento stesso.  

Il TFA, acido trifluoroacetico, è stato aggiunto a una concentrazione dello 0.1% 

alla fase mobile, questo ha permesso di raggiungere una buona risoluzione dei 

picchi cromatografici. È possibile aumentare le concentrazioni di TFA al fine di 

aumentare la solubilità di proteine e peptidi idrofobi, ma questo potrebbe dare 

problematiche riguardanti la stabilità delle colonne, dal momento che  alcune 

colonne non sono stabili a concentrazioni di TFA maggiori dell’0.1%.  

 

b. Flow rate- Velocità di flusso.  

La velocità di flusso ha poca influenza per quanto riguarda la risoluzione 

dell’HPLC in fase inversa. Tuttavia all’aumentare di questo fattore si causa un 

aumento anche significativo della pressione che viene applicata all’interno del 
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sistema. Questo può essere un fattore limitante dal momento che alcune stru-

mentazioni non tollerano alte pressioni al loro interno. Inoltre l’aumento di ve-

locità di flusso può diminuire leggermente la sensibilità ma allo stesso tempo 

aumentare la solubilità di proteine con grandi gruppi idrofobi.  

 

c. Procedure sperimentali in laboratorio.  

In laboratorio ho utilizzato una HPLC in fase inversa con colonne C18. Il sol-

vente da me utilizzato come fase mobile era composto da acetonitrile con una 

concentrazione dello 0.1% di TFA. Le motivazioni teoriche per le quali è stata 

effettuata questa scelta sono descritte nelle pagine precedenti.  

A livello pratico elencherò passaggio dopo passaggio il protocollo da me se-

guito:  

Procedere con una normalizzazione di circa 8 minuti dello strumento;  

Al termine di questa procedura, caricare il proprio campione contenete un pe-

petide in oggetto, usando un sistema di pompe;  

Procedere nuovamente con una seconda normalizzazione. Questa procedura 

viene eseguita utilizzando una soluzione di acqua al 90% e 10% di TFA. In que-

sto modo il peptide, essendo estremamente idrofobi, rimarranno comunque 

ben ancorati alla fase stazionaria delle colonne C18.  

Al termine di questa procedura decidere quale funzione far eseguire allo stru-

mento mediante l’utilizzo del software di controllo remoto dello strumento , 

nominando inequivocabimente il nome del proprio campione (i miei campioni 

erano nominati tutti GISL-2442-00X-C18, dove GISL corrisponde ad una sigla 
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identificativa, 00X il numero del peptide dove X cambiava da 1 a 13, C18 indi-

cava la tipologia di colonne adoperata).  

Posizionare in corrispondenza delle pompe di holder con numerazione delle 

posizioni da 1 a68. Questi numeri rappresenteranno le singole frazioni del mio 

prodotto purificato. Mantenere un preciso ordinamento della numerazione 

delle provette consente nelle fasi successive quando si dovrà isolare e studiare 

la frazione di campione “pura” (ovvero la frazione di eluito contenete il picco 

del cromatogramma corrispondente al peptide).  

Una volta selezionato il metodo (nel mio caso è sempre stata utilizzata la fun-

zione: “Injection Samples, method All big Columns 20 minutes) e aver premuto 

START, si attendono 20 minuti affinchè tutto il processo di purificazione venga 

portato a termine. È importante monitorare per i primi due minuti che la pres-

sione dello strumento sia costante, ovvero venga mantenuta intorno a 4000 

(psi?).  

Allo scadere dei 20 minuti di corsa cromatografica sul computer compare il cro-

matogramma di lettura definitivo; a questo punto è possibile ritirare il proprio 

prodotto purificato presente nella frazione con tempo di eluizione specifico e 

procedere con un lavaggio a “vuoto” in acetonitrile delle colonne. Questo viene 

effettuato al fine di evitare che del prodotto della corsa precedente rimanga at-

taccato ad esse. Durante questa fase è opportuno comunque conservare il pro-

dotto di scarto che viene espulso durante il lavaggio finale poichè talvolta il pep-

tide di interesse potrebbe essere espulso proprio in questa fase finale.  
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L’immagine riportata di seguito rappresenta un cromatogramma rappresenta-

tivo ottenuto in seguito a purificazione con HPLC in fase inversa. 

 

 

 

 

 

Fig. 15 Cromatogramma rappresentativo da analisi HPLC del peptide 007 
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Come si può notare, in corrispondenza del picco sono presenti dei numeri, i 

quali rappresentano le frazioni del prodotto della purificazione all’interno delle 

quali è ragionevole ritrovare la presenza del peptide n oggetto di studio.  

Durante il processo di purificazione il prodotto iniziale è stato suddiviso in più 

frazioni e queste raccolte in specifiche provette numerate (come spiegato già 

nelle pagine precedenti).  

Una volta registrato il cromatogramma si procede quindi alla analisi di spettro-

metria di massa (MS) della frazione di mio interesse, ovvero quella in corri-

spondenza del picco (nel caso specifico riporato in figura 9 si tratta delle fra-

zioni che vanno da 31- 34).  

 

 

I.II Utilizzo della cromatografia liquida HPLC accoppiata a spettrometria di 

massa (“LC-MS”).  

In seguito all’ottenimento del cromatogramma e delle diverse frazioni di eluato, 

si è proceduto con un’analisi LC-MS della frazione contenete il peptide per com-

prendere al meglio la qualità e purezza del prodotto individuato. Tale strategia, 

ovvero di accoppiare la cromatografia in fase inversa HPLC all’analisi LC-MS, è 

ampiamente utilizzata poiché fornisce un potente strumento soprattutto 

nell’analisi di peptidi e proteine (Peng et al., 2013).  

L’analisi LC-MS è una tecnica di analisi di chimica analitica estremamente sen-

sibile in grado di fornire il peso molecolare delle proteine/peptidi separati e 
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presenti nel campione in esame, inoltre è in grado di distinguere proteine e pep-

tidi basandosi sulla massa di quest’ultimi. Misurando il peso molecolare dei 

peptidi presenti in ciascun picco la spettrometria di massa fornisce importanti 

informazioni grazie alle quali è possibile separare con maggiore certezza i sin-

goli prodotti ottenuti mediante la fase preparativa HPLC. Tale tecnica combina 

la capacità della separazione fisica della cromatografia liquida con la capacità 

della separazione basata sulla massa che caratterizza lo spettrometro di massa. 

Uno spettrometro di massa è composto da una sorgente di ionizzazione che 

converte i peptidi in soluzione nel campione in ioni in fase gassosa, un analiz-

zatore di massa degli ioni, un rilevatore che registra  e quantifica la concentra-

zione ionica. Tra i più comuni tipi di sorgenti di ionizzazione ricordiamo la io-

nizzazione per elettrospray (ESI) e la ionizzazione per pressione chimica atmo-

sferica (APCI).  

Lo ionizzatore per elettrospray (“ESI”) genera ioni a pressione atmosferica fa-

cendo passare l’analita in soluzione tramite un capillare. Questo produce nella 

fase iniziale un areosol composto da droplets carichi (positivamente o negati-

vamente in base alla polarità del voltaggio applicato). Gli ioni dell’analita si li-

berano dal solvente che li circonda e vengono indirizzati verso l’analizzatore di 

massa.  

Lo ionizzatore chimico (“APCI”) genera ioni a pressione atmosferica in seguito 

a reazioni tra ioni e molecole. L’analita è introdotto all’interno di un un nebuliz-

zatore pneumatico in un capillare di quarzo preriscaldato prima di raggiungere 

lo scarico a corona.  
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Avvengono quindi una serie di reazioni affinché si possa raggiungere un’otti-

mizzazione della ionizzazione dell’analita. Successivamente gli ioni dell’analista 

vengono direzionati verso l’analizzatore di massa. L’analizzatore di massa se-

para gli ioni in base al rapporto tra la massa e la loro carica. Lo strumento da 

me utilizzato è stato: Waters LCT Premier™ XE.  

 

 

I.III Analisi mediante Ultra Performance Liquid Chromatography - UPLC.  

UPLC: Ultra Performance Liquid Chromatography.  

Un altro tipo di analisi che ho condotto per verificare il grado di purezza del 

prodotto da me sintetizzato (successivamente alla separazione ed analisi con 

Fig. 16 Rappresentazione schematica di LC-MS.   

Fonte: ChromAccademy Report  
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HPLC-LC/MS) è stata l’analisi mediante UPLC. Tale tipo di analisi è utilizzabile 

al fine di acquisire una migliore risoluzione a maggiore velocità rispetto alle 

analisi condotte con HPLC. Nel meccanismo di separazione si applica il princi-

pio espresso mediante l’equazione matematica di Van Deemeter:  

H= (A +B /v)+Cv 

Tale equazione spiega la relazione lineare tra le velocità di flusso e l’efficienza 

della colonna. Dal momento che le dimensioni delle particelle sono variabili, 

l’analisi mediante UPLC può essere utilizzata per esprimere la qualità della cro-

matografia condotta con HPLC.  

A, B e C sono costanti, dove A= vortice di miscelazione; B= Diffusione assiale/ 

tendenza naturale di diffusione delle molecole; C= Trasferimento della massa 

del soluto. Quest’ultimo termine è dato dalla resistenza cinetica all’equilibrio 

nel processo di separazione. La resistenza cinetica è il lasso di tempo che passa 

dal passaggio dalla fase gas alla fase stazionaria e nuovamente alla fase gas.  

I principi alla base del funzionamento dell’UPLC sono gli stessi, la differenza 

principale è nella conformazione delle particelle di impaccamento delle colonne 

che sono inferiori a 2μm.  

I vantaggi dell’analisi mediante UPLC rispetto a quella condotta usando HPLC 

sono relativi ai costi, alla quantità di solvente utilizzato e ai tempi impiegati (il 

tempo di analisi impiegato con UPLC è nettamente inferiore rispetto a quello 

impiegato per eseguire un’analisi con HPLC).  
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3.5 QUANTIFICAZIONE DEI PEPTIDI.  

Una volta eseguite le analisi LC-MS ed UPLC e aver individuato in quali frazioni 

si trova il peptide è importante procedere con la quantificazione del campione 

realizzato. Questo permette di capire effettivamente quanto peptide si è riusciti 

ad ottenere. Si tratta di una delle fasi finali del processo di sintesi dei peptidi e 

sarà seguita unicamente dal processo di liofilizzazione che garantirà una buona 

conservazione del prodotto (Almeling  et al., 2012).  

 

I.I CAD: Charged Areosol Detector.  

Poiché i cromatogrammi ottenuti dalle analisi di cromatografia liquida non 

danno informazioni totalmente affidabili dovuto al fatto che alcuni analiti 

danno segnali di detector più forti di altri ed altri non ne danno alcuno, è neces-

sario effettuare un’ulteriore analisi che possa dare informazioni precise per 

quanto riguarda la quantificazione dell’ analita.  

Questo step è stato possibile attraverso il “CAD” (Charged Areosol detector) in 

grado di rilevare sia gli analiti non volatili sia quelli totalmente volatili con un 

elevato grado di precisione.  

Tale tecnica viene ampiamente impiegata nel settore farmaceutico per l’analisi 

di prodotti a fine medico, ma anche per l’analisi di bevande e cibi.  

Tale tecnologia prevede l’identificazione universale di tutti i composti non vo-

latili o semivolatili presenti in un campione e si compone principalmente di tre 

passaggi (Huan et al., 2009).  
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1. La nebulizzazione.  

L’analisi mediante CAD inizia con la nebulizzazione dell’eluente in droplets, che 

successivamente vengono essiccati a particelle solide. La dimensione di queste 

ultime aumenta con l’aumentare delle quantità dell’analita;  

 

2. Il Caricamento.  

Un flusso di azoto gassoso carico elettricamente collide con le particelle 

dell’analita; la carica elettrica viene dunque trasferita alle particelle (più grandi 

sono maggiore è la carica acquisita);  

 

3. Rilevamento.  

Le particelle cariche vengono trasferite in un punto di raccolta dove la carica 

dell’aggregato è misurata da un elettrometro estremamente sensibile. Questo 

genera un segnale digitale proporzionale alla quantità di analita presente.  

Fig. 17 Rappresentazione schematica del funzionamento di CAD.  

Fonte: Thermo Fisher Charged Areosol Detectors 
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Il modello da me impiegato é stato il: Thermo ScientificTM VanquishTM Duo 

UHPLC system (per un video rappresentativo e schematizzato del funziona-

mento CAD visitare la pagina web:  https://www.thermofi-

sher.com/it/en/home/industrial/chromatography/chromatography-lear-

ning-center/liquid-chromatography-information/liquid-chromatography-in-

novations/charged-aerosol-detection-liquid-chromatography.html).  

Al termine dell’analisi CAD si procede con l’etichettatura e la di ogni singolo 

prodotto in piccole aliquote all’interno di opportune fiale di conservazione. Per 

fare ciò ho utilizzato il software ELN (Electronic Lab Notebook) tramite il quale 

è stato possibile assegnare e catalogare ogni singolo ed univoco numero di re-

gistrazione dei prodotti da me ottenuti all’interno del sistema di database della 

Novo Nordisk. Al termine della sintesi totale dei 13 peptidi predeterminati, per 

conservare al meglio i prodotti ottenuti quest’ultimi sono stati infine liofilizzati 

e successivamente, trasportati al DTU dove sono stati conservati per procedere 

con le opportune prove funzionali biologiche mediante analisi ELISA, com edi 

seguito descritto.  

 

 

3.6 ELISA ASSAY.  

Il termine ELISA è l’acronimo del nome completo inglese di tale test, ossia: 

Enzyme-Linked -Immuno- Assay. Si tratta di uno dei metodi più usati in campo 

immunologico e analitico. Grazie a questo tipo di analisi è possibile identificare 

la presenza di proteine/anticorpi/antigeni o ingenerale molecole di interessein 
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un determinato campione. Come già detto nelle pagine precedenti, il fine di que-

sto progetto è stato quello di mettere a punto un nuovo metodo che possa por-

tare ad una diagnosi precoce del Morbo di Graves (N. Eick et al., 2020).  

 Il meccanismo utilizzato è quello di trovare un’interazione tra antigeni sintetici 

(ovvero i peptidi che sono stati progettati e sintetizzati e che mimano le se-

quenze peptidiche del recettore tiroideo TSHR) e gli auto-anticorpi presenti nel 

siero dei pazienti. GD. Il motivo per il quale si è scelto di procede con test ELISA 

è dato dall’alta sensibilità che questo tipo di test dispone. Il legame che si forma 

tra l’antigene e l’anticorpo, seguito dall’aggiunta di un substrato porta ad una 

reazione enzimatica tra l’enzima, opportunamente coniugato ad un anticorpo, 

ed il suo substrato, e quindi ad una variazione di colore facilmente analizzabile 

mediante tecnica spettrofotometrica. Quest’ultimo parametro è infatti facil-

mente identificabile tramite la lettura della misurazione dell’assorbanza a una 

specifica lunghezza d’onda (450 nm nel nostro caso specifico). Data la robu-

stezza del test ELISA e l’uniformità chimica degli antigeni sintetizzati la meto-

dologia riportata potrebbe essere un potenziale nuovo metodo di diagnosi non 

solo per GD sul quale ci siamo focalizzati noi, ma anche per altre forme di “AD”.  

 

I.I Considerazioni generali.  

Il test ELISA fu descritto per la prima volta da Engvall e Perlmann (1971); tale 

metodo permette l’analisi di proteine immobilizzate all’interno di ciascun poz-

zetto di un piatto ELISA tramite il legame con un anticorpo specifico. I test 



 

  59 

ELISA sono abitualmente condotti su piastre da 96 pozzetti costituite da poli-

stirene, in grado di legare in modo passivo gli anticorpi e le proteine. È proprio 

grazie alla formazione di questi legami e l’utilizzo di specifici reagenti che il test 

ELISA ha un’elevata percentuale di successo.  

Nonostante esistano diverse modalità con cui condurre questo test (ELISA di-

retto, indiretto, sandwich, competitivo), tutte dipendono dai seguenti elementi:  

Coating: si tratta dell’attacco dell’antigene o di un determinato anticorpo sulla 

superficie dei pozzetti  di polistirene del piatto ELISA;  

Plate-Blocking: aggiunta di proteine o altre molecole non rilevanti per il legame 

specifico tra antigene/anticorpo stesso al fine di coprire tutti i siti non saturati 

all’interno della superficie dei pozzetti.  

Detection: incubazione con anticorpi antigene-specifici;  

Signal Measurement: lettura del segnale colorimetrico che si genera dal legame 

diretto o indiretto di un anticorpo all’antigene.  

Il metodo da me eseguito nello specifico rientra nella categoria di ELISA indi-

retto.  

L’ ELISA indiretto utilizza un anticorpo secondario coniugato ad un enzima per 

generare il segnale colorimetrico ed amplificarlo per facilitarne la misurazione. 

L’anticorpo secondario ha un’elevata specificità per l’anticorpo primario, al 

quale si lega. Questo metodo è quello che viene utilizzato principalmente nella 

ricerca di anticorpi presenti in campioni di siero.  
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L’anticorpo secondario è solitamente coniugato con un enzima naturale ovvero 

perossidasi di radice rafano (horseradish peroxidase “HRP”), seguito dal rileva-

mento del segnale di chemiluminescenza generata dalla reazione enzima-sub-

strato. In questo modo il substrato produce una quantità misurabile di segnale 

chemiluminescente il quale è direttamente proporzionale alla quantità di anti-

gene presente nel pozzetto.  

La particolarità del metodo ELISA “indiretto” da me utilizzato rispetto alla 

forma “diretta” è data proprio dall’utilizzo di dell’anticorpo secondario il quale, 

mediante il legame con l’anticorpo primario, amplifica il segnale rendendo l’in-

tero test maggiormente sensibile.  

 

I.II Materiali.  

Piastre maxisorp: è raccomandato l’utilizzo di piastre maxisorb per ELISA a 96 

pozzetti sterili. Questi sono commercialmente disponibili e possono essere con-

servati a temperatura ambiente.  

Fig. 18 Rappresentazione schematica di una procedura ELISA indiretto.  

Fonte: SinoBiological website.  
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Utilizzo di pipette a massima precisione: utilizzo di pipette multicanale ovvero 

dotate di un numero di puntali di distribuzione variabile da 8 a 12, ed un volume 

di espulsione da 0–300 μL.  

Soluzione tampone per la fase di lavaggio (“PBS”): Soluzione salina di tampone 

fosfato. Questa può essere direttamente acquistata in commercio, tuttavia, può 

essere anche preparata facilmente al momento dell’utilizzo. 

Blocking solution (“PTB”): unire 20 g di albumina di siero bovino (disponibile 

sul mercato) in un litro di PBS. Aggiungere 50 μL di Tween 20 come sostanza 

tensioattiva.  

Soluzione di 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB): 3 mg di TMB, 5 mL DMSO di-

luito in 50 mL in di soluzione tampone acetato (0.1 M), pH 5.4–5.7, aggiunta di 

3 μL H2O2 (come substrato della reazione enzimatica della perossidasi di ra-

dice di rafano).  

Stopping solution: diluizione di una soluzione madre di acido solforico (H2SO4) 

al fine di ottenere una soluzione finale con concentrazione pari a 1 M.  

Anticorpi secondari: vengono usati anticorpi secondari antisiero umano coniu-

gati con HRP; tra questi ricordiamo le IgG (specifici per il frammento Fc), e 

leIgM (specifiche per la catena pesante μ).  

Lettore spettrofotometrico di piastre multipozzetto: la densità ottica dei cam-

pioni viene acqusisita da un lettore per piastre ELISA (nel caso di saggio 

HRP/TMB la lunghezza d’onda è di 450 nm) in grado di misurare il livello di 
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assorbanza specifica per ogni pozzetto; maggiore è il livello di assorbanza mag-

giore è la quantità di analita presente nel campione. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.II Protocollo di lavoro.  

 

Il protocollo da me seguito è stato quello utilizzato dal gruppo KAS (Kira Asta-

khova group) del DTU, illustrato anche nel manuale “Nucleic Acid Detections 

and Structural Investigations”, edizione del 2020 ( https://findit.dtu.dk/en/ca-

talog/2468629598).  

 

Di seguito vengono riportate le fasi di lavoro da me seguite per l’esecuzione del 

test.  

Avvertenze generali: è bene eseguire il test in ambiente estremamente pulito, 

evitando contaminazioni con altri reagenti.  

Fig. 19 Lettore spettrofotometrico di 

micropiastre  

Fonte: ThermoFisher website.  
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Avvertenze generali: è bene eseguire il test in ambiente estremamente pulito, 

evitando contaminazioni con altri reagenti. A tal fine è bene disinfettare la su-

perficie di lavoro con alcool etilico prima di procedere.  

Plate Coating: durante questa fase è bene utilizzare una pipetta multicanale. 

Procedere rivestendo il fondo di ciascun dei 96 pozzetti della piastra con una 

concentrazione di antigene (ossia di peptide) pari a 3.5 μg/mL per 100 μL/poz-

zetto.  Per ottenere ciò ho proceduto prelevando dalle fiale un quantitativo pre-

ciso di peptide da analizzare,. Successivamente ho proceduto alla sua solubiliz-

zazione in solvente PBS. Incubare i piatti ELISA per una notte a temperatura di 

circa 4 C°C. Si consiglia di lasciare almeno una linea di ciascun piatto non rive-

stita da antigene (corrispondente alla condizioni di “bianco”).  

Plate Blocking: Rimuovere i piatti dal frigorifero e rimuovere la soluzione rima-

nente. Procedere con il lavaggio dei pozzetti con soluzione di lavaggio ( PBS ad-

dizionato con 50 μL di Tween 20). Permettere alle piastre multipozzetto di rag-

giungere la temperatura ambiente. Successivamente trattarli con la blocking 

solution (descritta precedentemente). Incubare le piastre a temperatura 37°C 

per circa un’ora.  

Incubazione con siero: procedere al lavaggio dei piatti ELISA utilizzando sem-

pre PTB per almeno 2 volte. Successivamente procedere con l’incubazione di 

ogni singolo piatto con il rispettivo quantitativo di siero derivante da specifici 

pazienti (1 μL plasma in 100 μL diluente composto da 2 g BSA, 50 μL Tween- 
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20, 1 L 1X PBS; 100 μL/pozzetto). Attendere un’ora e mezza ponendo i piatti a 

temperatura di 37°C. 

Incubazione con l’anticorpo secondario coniugato ad HRP: procedere con il la-

vaggio dei piatti ELISA con PBS almeno per tre volte per ciascun piatto. Proce-

dere con l’aggiunta dell’anticorpo secondario coniugato con HRP (100 μL/poz-

zetto) e attendere 1 ora e mezza a temperatura di 37°C. 

Incubazione con substrato: procedere nuovamente con unafase di lavaggio uti-

lizzando sempre la soluzione PBS. Successivamente procedere ad incubazione 

di ogni pozzetto con soluzione “TMB” (vedere descrizione precedente) la quale 

dev’essere preparata al momento (per ciascun pozzetto è bene aggiungere una 

quantità pari a 100 μL). Attendere 20-30 minuti. In questa fase è importante 

non esporre i piatti ELISA a luce diretta; è buona norma possibilmente coprire 

questi ultimi con un foglio di carta argentata e porli in un armadietto. Una volta 

attesa circa una mezz’ora è già possibile notare un cambiamento di colore nei 

diversi pozzetti della piastra. 

Fermare la reazione: aggiungere una soluziione di H2SO4 1 M (50 μL/pozzetto) 

usando una pipetta multicanale. Procedere con la lettura immediata delle pia-

stre mediante l’utilizzo di un lettore automatizzato spettrofotometrico di pia-

stre alla lunghezza d’onda di 450 nm.  

 

 



 

  65 

 

 

 

 

 

 

I.III Disegno sperimentale per l’esecuzione dei test ELISA.  

Abbiamo condotto dei test pilota su campioni sierologici di pazienti affetti da 

morbo di Graves. Per effettuare ciò sono stati utilizzati un totale di 32 piastre 

ELISA così suddivise:  

a) 1 piatto contenente siero ed IgG di pazienti Graves e siero di pazienti TD1 

a diluizione 1:40; 1 piatto con siero alla diluizione 1:60; 1 piatto con di-

luizione 1:80 ed infine uno con diluzione 1:120;  

b) 4 piatti totali contenenti siero ed IgM di pazienti Graves e pazienti TD1, 

alle seguenti diluizioni: 1:40, 1:60, 1:80, 1:120; 

Fig. 21 Piastra ELISA maxisorb in 

PS (polistirene).  

Fonte: Thermo fisher website.  

Fig. 20 Pipetta multicanale per test 

ELISA. 

Fonte: ThermoFisher website.  
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c) 8 piatti totali contenti casi di controllo (siero di pazienti sani) rispettiva-

mente 4 per IgG e 4 per IgM, alle solite diluizioni 1:40 1:60; 1:80 1:120. 

I peptidi numero 1, 3, 6, 7 e 8 sono stati selezionati per i primi test e sono anco-

rati alla fase solida sul fondo dei pozzetti della piastra da 96costituendo quindi 

l’antigene per il nostro test ELISA. Per ogni antigene (peptide) è stato effettuato 

un duplicato, inoltre le ultime due colonne delle piastre sono state lasciate 

vuote (ovvero non è stato fatto aderire alcun antigene nel pozzetto, costituendo 

il cosiddetto "Blank Wells”). I valori di assorbanda dei pozzetti “blank” sono ra-

gionevolmente bassi mentre, al contrario, se si presentassero valori insolita-

mente alti possono indicare problematiche nella fase di lavaggio o l’utilizzo di 

una soluzione non appropriata. L’utilizzo dei pozzetti “blank” rappresenta 

quindi anche un controllo interno della procedura. 
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Grazie a questo primo test pilota abbiamo potuto effettuare delle considera-

zioni anche dal punto di vista pratico e puramente applicativo: è stato conside-

rato di aumentare il tempo di attesa di rivestimento (coating) della fase solida, 

inoltre è stato anche deciso di procedere con un’unica diluizione che è risultata 

ottimale, ossia 1:120.  

In tutto ho realizzato nuovamente un totale di 16 piatti, così suddivisi:  

a) 4 piatti contenenti siero di pazienti GD e TD1 a diluizione 1:120, IgG;  

fig. 22   Piatti ELISA per test pilota. Sul bordo 

verticale del siero dei vari pazienti: H=Healthy 

(caso controllo); G= Morbo di Graves ; T= TD1. 

Sul bordo orizzontale sono indicati quali antigeni 

sono stati posizionati all’interno di ciascun 

pozzetto., si può notare che le ultime due 

colonne non riportano alcun numero poiché 

costituiscono le Blank wells.  
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b) 4 piatti contenenti siero dei pazienti TD1 e GD a diluizione 1:120 IgM  

c) 4 piatti contenti siero dei pazienti Healthy (pazienti caso controllo) a di-

luizione 1:120, IgG;  

d) 4 piatti contenenti siero dei pazienti Healthy (pazienti caso controllo) a 

diluizione 1:120, IgM.  

Infine, l’ultimo test ELISA da me condotto è stato eseguito unicamente sul siero 

di pazienti TD1 e pazienti affetti due patologie a base autoimmune ovvero “JIA” 

e “LS”. Questo rallentamento degli esperimenti rivolti ai pazienti GD è stato cau-

sato da una serie di circostanze che si sono venute a verificare in concomitanza 

del mio soggiorno in Danimarca (come la carenza di siero di pazienti affetti da 

GD e soprattutto la pandemia da COVID-19 che ha reso lo sviluppo progetto 

meno scorrevole).  

Per l’esecuzione di quest’ultimo test sono stati utilizzati sempre i medesimi an-

tigeni, ossia i peptidi 1, 3, 6, 7 e 8. La diluizione adoperata è sempre stata 1:120 

e il siero apparteneva a pazienti sani (pazienti caso controllo) e a pazienti affetti 

dalle due patologie a base autoimmune.  

Il progetto è tutt’ora in svolgimento infatti sia i dati raccolti che i peptidi da me 

sintetizzati sono al momento utilizzati da altri studenti presso il DTU che conti-

nueranno ad effettuare ulteriori test ELISA e procederanno con ulteriori analisi 

Western Blot per verificare mediante immunoprecipitazione la effettiva capa-

cità di interazione tra anticorpi e peptidi.  
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4. RISULTATI.  

Come precedentemente anticipato il mio progetto di tesi può essere suddiviso 

in due fasi distinte di lavoro: una prima parte (Ottobre 2020-Gennaio 2021) 

dove il focus è stato quello di studiare e realizzare la sintesi dei peptidi (questa 

fase è stata condotta nei laboratori della Novo Nordisk A/L, Måløv) ; una se-

conda parte (Febbraio 2021-Aprile 2021) dove ho svolto test biologici, quali 

test ELISA, per verificare il grado di interazione dei peptidi con gli anticorpi 

presenti nel siero dei pazienti (presso i laboratori del Dipartimento di Chimica, 

DTU, Copenhagen).  

Per quanto concerne l’illustrazione di questi ultimi risultati da me ottenuti sono 

suddivisi in due sezioni: una prima parte riguarderà lo studio, la sintesi e la pu-

rificazione dei peptidi; non potendo mostrare per motivi di copertura brevet-

tuale il dettaglio dei risultati la seconda parte sarà solamente descrittiva della 

strategia sperimentale adottata nei test ELISA. 

 

I.I Illustrazione della struttura primaria, terziaria e processi di sintesi e purifi-

cazione dei peptidi.  

I peptidi da me realizzati sono stati 13, dei quali 11 sono stati sintetizzati a par-

tire dallo studio della struttura del TSHR, mentre 2 peptidi sono stati sintetiz-

zati come sequenze “scrambled” ovvero senza alcuna similitudine con sequenze 

del recettore o affinità per il legame con gli autoanticorpi di pazienti GD. Questi 

ultimi presentano una struttura primaria casuale e la loro funzione è quella di 
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poter effettuare un ulteriore test ELISA di controllo. Idealmente, questi ultimi 

non dovrebbero essere in grado di essere riconosciuti dagli anticorpi TSAbs dei 

pazienti GD e dunque dare risultati negativi.  

La porzione di TSHR da me studiata in maniera maggiormente approfondita è 

stata la porzione extra-cellulare, soprattutto le sequenze che subiscono le mo-

difichie post-trascrizionali di glicosilazione, in quanto quest’ultima ha dato 

prova di essere maggiormente coinvolta nei processi di mutazione che portano 

allo sviluppo del Morbo di Graves. 

 

4.1 Peptide GISL 001: sequenza primaria KKKFILEITDNPYM 

Corrisponde alla sequenza normale del recettore TSHR dal residuo aa 151-164. 

Importante è il residuo di Prolina, difatti si è notato che in alcuni pazienti affetti 

da morbo di Graves questo residuo può essere modificato in Alanina.  

Struttura terziaria: L’analisi della struttura terziaria è stata condotta usando il 

Software PEP3FOLD e viene riprodotta dalla figura sotto riportata  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 23 struttura terziaria 

GISL 001 
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Purificazione del peptide con HPLC:  

Come si può notare dal cromatogramma riportato in figura 24 il peptide 

GISL001 non è risultato particolarmente puro nel campione ottenuto dalla sin-

tesi.  Ho dovuto quindi condurre più analisi UPLC su diverse frazioni (pool di 

frazioni 30-39 e pool di frazioni 41-44). Un cromatogramma così poco “pulito” 

potrebbe anche indicare che non è stata effettuata correttamente la calibra-

zione dello strumento prima di procedere con l’analisi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.24 HPLC peptide GISL 001;  

Asse Y: intensità (AU):  

Asse X: Tempo; 20 minuti.  



 

  72 

Analisi con UPLC:   

Lo spettro riportato in figura 25 mostra l’analisi UPLC condotta sul pool di fra-

zioni 30-35 del peptide GISL001. In seguito all’analisi effettuata con tale stru-

mento mi è stato possibile individuare dove si trovava (ossia in quali frazioni) 

il prodotto voluto e successivamente eseguire la cromatografia LC-MS, il pro-

cesso di CAD e infine procedere alla liofilizzazione del prodotto mediante uti-

lizzo di Freeze Dryer.  

 

 

 

 

 

Fig. 25 Cromatogramma UPLC peptide 001.  
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4.2 Peptide GISL 002: sequenza primaria KKKTSIPVANFQGL 

Sequenza corrispondente alla sequenza hTSHR 165-174.  

La struttura terziaria ottenuta dall’analisi condotta utilizzando   PEP3FOLD 

software è riportata in figura 26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisi di purificazione con HPLC:  

Il risultato di questo esperimento mostra uno spettro di purificazione ottimale. 

Il picco al minuto 8 mostra che il prodotto della sintesi si trova perfettamente 

compreso tra le frazioni 22-27. Ho proceduto dunque con la raccolta di queste 

e l’analisi mediante UPLC, la quale ha confermato la presenza del mio prodotto 

Fig. 26 Struttura terziaria 
GISL 002.  
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e mi ha permesso di effettuare le successive analisi di quantificazione mediante 

Charged Areosol Detector (figura 28) e avviare il processo di liofilizzazione. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 HPLC peptide 002;  

Asse Y: AU: intensity;  

Asse X: Tempo.  

Fig. 28 analisi CAD  Peptide 002 
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4.3 Peptide GISL 003: sequenza primaria KNGFTSVQGYAF8GTK. 

Sequenza naturale di riferimento: residuo aa 187-200.  

La struttura terziaria riportata in figura 29 è stata 

analizzata mediante l’utilizzo del software 

PEP3FOLD.   

 

 

 

 

 

 

L’analisi con UPLC del peptide GILS 003 è riportata in figura 30.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 Struttura terziaria 

GISL 003. 

Fig. 30 Analisi UPLC pep 003 
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4.4 Peptide GISL 004: sequenza primaria KKTSVQGYAF8GTK. 

È stato realizzato a partire dalla sequenza 187-200 dell’ hTSHR.  

Struttura terziaria: l’analisi di quest’ultima (riportata in figura 31) è stata con-

dotta utilizzando il software PEP3FOLD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Purificazione con HPLC:  

Dal cromatogramma riportato in figura 32 è possibile individuare quali sono le 

frazioni che raccolgono con maggiore probabilità il peptide: si tratta delle fra-

zioni 21-25, in corrispondenza del picco al minuto 8. Dopo aver selezionato e 

raccolto separatamente tali frazioni ho proceduto allo studio e all’analisi di 

quest’ultime utilizzando sempre UPLC, CAD e, infine, ho conservato il mio pro-

dotto come liofilizzato.  

 

Fig. 31 Struttura terziaria 
GISL 004.  
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Analisi con UPLC:   

Grazie all’analisi UPLC riportata in figura 33 mi è stato permesso di compren-

dere meglio il grado di purezza del mio composto, successivamente è stata con-

dotta l’analisi CAD riportata in figura 34. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32 Cromatogramma HPLC del pep. GISL004. 



 

  78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.33  Cromatogramma con UPLC, pep 004.  

Fig. 34 analisi CAD, pep. 004 
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4.5 Peptide GISL 005: sequenza primaria KKYAF8GTKLDA. 

La sua sequenza di riferimento sul hTSHR è 230-245.  

La sua struttura terziaria ottenuta mediante il software PEP3FOLD è riportata 

di seguito in figura 35. 

 

 

 

 

 

 

 

Durante le fasi che hanno preceduto la purificazione ho riscontrato delle diffi-

coltà nel solubilizzare questo peptide per caricarlo successivamente in HPLC. 

Ho dovuto infatti procedere all’aggiunta in più step della soluzione di acqua e 

TFA all’0.1%. Inoltre, ho dovuto attendere un tempo maggiore rispetto alle tre 

ore (tempo solitamente medio di attesa per permettere la completa dissolu-

zione del prodotto in soluzione). Il cromatogramma di purificazione con HPLC 

è riportato in figura 36. 

 

FIG. 35 Struttura terziaria 

GISL 005.  
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Lo spettro mostra un picco ottimale al minuto 8, dunque mi ha permesso di in-

dividuare facilmente le frazioni nelle quali si trovava il peptide da me sintetiz-

zato e di poter procedere con le successive analisi per confermarne l’effettiva 

presenza, la purezza e la quantificazione.  

L’analisi UPLC e l’analisi CAD del peptide 005 sono riportate in figura 37 e figura 

38, rispettivamente. 

  

 

 

Fig. 36 Cromatogramma HPLC pep 005 
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Come si può notare nella tabella di figura 38 sottostante lo spettro CAD 

quest’analisi mi ha permesso di ottenere una conoscenza estremamente speci-

fica della quantità di prodotto che sono riuscita ad ottenere. Una volta nota la 

quantità precisa è stato possibile procedere non solo alla liofilizzazione, che mi 

consente di conservare il peptide di interesse in maniera stabile nel tempo, ma 

anche all’etichettatura di quest’ultimo ed alla catalogazione del prodotto nel da-

tabase dell’azienda. 

 

Fig 37 Cromatogramma UPLC pep 005 
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Fig 38.  Analisi CAD pep. GISL 005.  
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4.6 Peptide GISL 006: sequenza primaria SLMA8ESSMQ. 

La struttura terziaria ottenuta mediante analisi con PEP3FOLD software è ri-

portata in figura 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisi HPLC:                              

Ho riscontrato delle difficoltà durante il processo di purificazione e sintesi di 

questo peptide. Infatti, com’è possibile notare dal cromatogramma riportato in 

figura 40, quest’ultimo risulta essere particolarmente ricco di impurezze. Si 

possono osservare numerosi picchi che mi hanno costretto ad effettuare più 

passaggi UPLC ed LC-MS per individuare la corretta frazione dove si trovava il 

mio prodotto. Infine, dopo aver condotto tutte le analisi sulle diverse frazioni 

“sospette”, ho potuto riscontrare il mio prodotto durante il processo finale di 

lavaggio delle colonne.  

Fig. 39 Struttura terziaria 
pep. GISL 006.  
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Evidentemente il peptide era rimasto adesso alla fase stazionaria e, unicamente 

nel lavaggio finale, è stato rilasciato. Proprio per queste ragioni è sempre bene 

procedere alla raccolta durante questa fase; talvolta, infatti, ciò che si desidera 

ottenere dalla purificazione può rimanere nei prodotti di scarto e senza una 

corretta raccolta di questi si perde il lavoro di parecchi giorni di sintesi.  

 

 

 

Fig. 40 Cromatogramma HPLC pep. GISL 006 
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Analisi UPLC:  

L’analisi UPLC riportata in figura 41 è stata effettuata per un tempo di 20 mi-

nuti, al contrario di quelle precedenti che hanno avuto una durata di soli 6 mi-

nuti. Il motivo è stato che il peptide risultava maggiormente idrofobo rispetto a 

quelli precedenti, dunque è stato necessario utilizzare un maggior quantitativo 

di fase mobile e per un periodo di tempo maggiore.  

 

 

4.7 GISL 007: sequenza primaria RGILESLMA8ES 

La struttura fa riferimento alla sequenza 

hTHSR 292-300. 

La struttura terziaria ottenuta mediante 

utilizzo del software PEP3FOLD è ripor-

tata a fianco. 

Fig. 41 Analisi UPLC GISL 006.  

Fig. 42 Struttura terziaria GISL 007.  
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L’analisi HPLC ed analisi CAD del peptide 007 sono riportate in figura 43 e fi-

gura 44, rispettivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 43 Cromatogramma HPLC pep. GISL 007 

Fig. 44 Analisi CAD pep GISL 007 
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4.8 GISL 008: sequenza primaria MA8ESSMQ 

La struttura del peptide in oggetto è stata realizzata a partire dallo studio della 

sequenza 306-318 del hTSHR17; la struttura terziaria riportata di seguito è stata 

realizzata mediante l’utilizzo del software PEP3FOLD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisi HPLC:  

Come si può notare dallo spettro riportato in figura 46, il prodotto della mia 

sintesi non è risultato immediatamente puro. Sono emersi diversi picchi che 

hanno portato all’analisi di più pool di frazioni. In questo caso, dato che è stato 

complesso identificare mediante analisi UPLC e LC-MS dove si trovasse il pep-

tide, ho eseguito nuovamente un’ulteriore purificazione HPLC.  

La successiva analisi CAD del peptide 008 è infine riportata in figura 47. 

 

 

 

 
17 hTSHR: Human TSHR.  

Fig. 45 Struttura terziaria 
pep. GISL 008.  
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Fig. 46 Cromatogramma HPLC del pep. GISL  008.  

Fig. 47 Analisi CAD pep. GISL 008 
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4.9 GISL 009: Struttura primaria SLMC8ESSM. 

La struttura primaria è stata studiata in corrispondenza della sequenza prima-

ria del hTSHR 255-270. La struttura terziaria è stata studiata mediante l’utilizzo 

del software PEP3FOLD ed è riportata di seguito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisi CAD: 

Come si evince dal grafico riportato in figura 49, durante l’esecuzione del pro-

cesso di quantificazione mediante metodica CAD è emerso che nel mio prepa-

rato finale ci fossero in realtà due composti.  Questo mi ha portato a sintetizzare 

nuovamente il prodotto e procedere successivamente con tutte le fasi succes-

sive di purificazione.  

 

 

 

 

Fig.48  Struttura terziaria pep. 
GISL 009.  
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4.10 GISL 010: sequenza primaria RGILESLMC8ES. 

Questa struttura è stata creata a partire 

dalla sequenza primaria del hTSHR 292-

300. La struttura terziaria è stata stu-

diata mediante l’uso del software 

PEP3FOLD ed è riportata a fianco in fi-

gura 50. 

 

Fig. 49 Analisi CAD pep. GISL 009 

Fig. 50 Struttura terziaria pep. GISL 010.  
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I cromatogrammi relativi alle analisi HPLC e CAD del peptide 010 sono riportati 

in figura 51 e figura 52, rispettivamente. Come si può notare dal cromato-

gramma HPLC è stato molto difficile individuare la frazione corretta contenente 

il peptide di interesse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 51 Cromatogramma HPLC pep GISL 010 

Fig. 52 Analisi CAD pep. GISL 010 
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4.11 GISL 11: sequenza primaria MC8ESSMQSLRQ 

Il peptide è stato progettato a partire dalla sequenza 306-318 del hTSHR.  

La struttura terziaria condotta mediante analisi PEP3FOLD e riportata di se-

guito. Il peptide in oggetto non si è rivelato di particolare interesse. 

 

 

 

 

 

 

 

4.12 GISL 12: sequenza primaria KKKAFLGSLRQ 

Si tratta di un peptide scrambled che è stato realizzato, come spiegato prece-

dentemente, per l’esecuzione di test ELISA di con-

trollo. La sua struttura terziaria riportata in fu-

gura 54 è stata anch’essa realizzata utilizzando il 

software PEP3FOLD.   

Essendo un peptide scrambled il grado di purezza 

di quest’ultimo non era necessario fosse estrema-

mente elevato in quanto, ciò che a noi interessava, 

era che non reagisse con gli anticorpi che si trovano nel siero dei pazienti GD.  

 

Fig. 53 Struttura terziaria GISL 011.  

Fig. 54 struttura terziaria 
GISL 012.  
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Analisi HPLC:  

Dalla lettura del cromatogramma riportato in figura 55, emergono due diversi 

picchi a due tempi differenti: in questo caso il prodotto va ricercato sempre 

nelle frazioni in corrispondenza del picco al minuto 8. Tuttavia, per maggiore 

sicurezza è stato necessario condurre delle analisi di verifica, quali LC-MS, an-

che sulle frazioni 39-42.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 55 Cromatogramma HPLC del pep. GISL 012.  
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Analisi CAD:  

Come emerge dal cromatogramma riportato in fugura 56, nel mio preparato fi-

nale si trovano ben 3 prodotti, dei quali in particolare il prodotto X (che corri-

sponde al peptide) risulta essere l’unico valido. Gli altri prodotti che sono stati 

riscontrati sono impurezze che non sono state eliminate in maniera opportuna 

nelle fasi precedenti, ma come riportato sopra, la purezza di questo prodotto 

non è realmente rilevante ai fini dell’esecuzione del test ELISA.  

Fig. 56 Analisi CAD GISL 012.  
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4.13 GISL 013: sequenza primaria MCLESGTKLDAGILE 

Si tratta nuovamente di un peptide scrambled, ossia la sua sequenza primaria 

non fa riferimento ad alcuna sequenza reale del hTSHR, ma è stata realizzata a 

caso. La sua struttura terziaria condotta utilizzando il software PEP3FOLD è ri-

portata di seguito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 57 Struttura terziaria pep. 
GISL 013.  
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I.II - Indice esplicativo delle sequenze amminoacidiche.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8= residuo di lisina (LYS).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://130.88.97.239/bioactivity/aacodefrm.html  

http://130.88.97.239/bioactivity/aacodefrm.html
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I.III. Test ELISA 

La seconda ed ultima parte del mio progetto di tesi è stato focalizzata sull’uti-

lizzo dei peptidi, precedentemente sviluppati, al fine di eseguire su di essi test 

ELISA che dimostrassero l’effettivo riconoscimento da parte degli anticorpi 

presenti nel siero dei pazienti Graves ed il livello di reattività con quest’ultimi. 

Il siero dei pazienti è stato raccolto in seguito ad approvazione da parte del co-

mitato etico dell’ospedale Rigshospitalet, di Copenhagen.  

Per l’esecuzione di test di controllo sono stati impiegati i sieri di pazienti sani 

(Healthy control patients); siero proveniente da pazienti diabetici (Diabetes 

Type I, TD); siero di pazienti con Lichen Sclerosus (LS) e pazienti con Artrite 

Giovanile Idiopatica (Juvenile Idiopathic Arthritis -JIA).  

I dati ottenuti purtroppo non sono divulgabili in quanto il progetto è stato rea-

lizzato per conto dell’azienda Novo Nordisk A/L ed è coperto da brevetto per lo 

sviluppo di un test diagnostico. Tuttavia, posso sicuramente affermare, in ma-

niera molto generica, che i risultati dei test ELISA si sono dimostrati molto pro-

mettenti per la realizzazione del nuovo metodo diagnostico.  

 

I.IV Disegno sperimentale per l’esecuzione dei test ELISA.  

Per prima cosa sono stati effettuati dei test pilota per stabilire quale fosse la 

corretta e più efficace esecuzione dei test biologici successivi. I test pilota sono 

stati eseguiti su un totale di 16 piatti ELISA.  Sono stati impiegati cinque peptidi 

(GISL 001, GISL 003, GISL 006, GISL 007, GISL 008) ed il siero di tre diversi 
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gruppi di pazienti: Healthy controls (Pazienti sani), pazienti con diabete milito 

di tipo I e, infine, pazienti con Morbo di Graves. A questi sono stati applicati 4 

diversi gradi di diluizione in modo da individuare quello ottimale per far rica-

dere i valori di assorbanza in un range adeguato della curva di calibrazione: 

1:40, 1:80; 1:100; 1:120. I risultati di questi test pilota hanno condotto alla con-

clusione che la diluizione migliore fosse la 1:100 e perciò quest’ultima è stata 

quella impiegata anche nelle analisi successive. In figura 58 è riportato uno 

schema rappresentativo di come sono stati svolti gli esperimenti ed organizzati 

i campioni nelle varie piastre ELISA.  

Come si può notare dallo schema riprodotto in figura 58, sono riportate sche-

maticamente le piastre nel caso di utilizzo del siero di pazienti Graves (GD) e 

diabetici (TD). Ho impiegato i peptidi 001, 003, 006, 007 e 008. Ciascun peptide 

è stato testato in duplicato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 58 Esempio di piastra ELISA utilizzata per test su siero di pazienti GD e TD 
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Nelle due colonne terminali (B, blank wells) non è stato effettuato alcun coating 

con peptidi. Solitamente è buona norma lasciare le ultime due colonne di un 

piatto ELISA prive del campione ricercato, questo perché in questo modo si rie-

sce a determinare il contributo di qualsiasi tipo di variazione causato da fattori 

aspecifici della piastra stessa durante la misurazione della densità ottica (OD, 

optical density).  È desiderabile ottenere dei risultati di questi pozzetti molto 

bassi, vicino il più possibile allo zero. Se ciò avviene vuol dire che è stata realiz-

zata una buona strategia ELISA e tutti gli steps, quali la fase di coating, i lavaggi 

e l’aggiunta di blocking agent sono stati eseguiti correttamente.  

In figura 59 ho riportato una schematizzazione della struttura di un piatto 

ELISA impiegato per il test su siero dei pazienti sani (Healthy controllo, H).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 59 Esempio schematico di piastra ELISA impiegata per i test su siero 

di pazienti sani (Healthy controls).  
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5. CONCLUSIONI.  

 

Sebbene il morbo di Graves mostri un’incidenza elevata nei Paesi Occidentali, 

tanto da classificarsi come una delle forme più comuni di ipertiroidismo, al mo-

mento non è stato ancora messo a punto un approccio terapeutico e diagnostico 

altamente sensibile. Tra i metodi di diagnosi più comuni per il Morbo di Graves 

ricordiamo la diagnosi clinica, ossia accertamenti di carattere clinico che pos-

sono essere eseguiti da un medico specialista mediante palpazione del gozzo e 

spiegazione della sintomatologia da parte del paziente. Questi approcci sono 

stati approvati per la diagnosi del Morbo di Graves in pazienti adulti, tuttavia 

non sempre vengono svolti in maniera completa prima di iniziare la terapia. 

Solitamente viene eseguita unicamente un’indagine clinica del paziente, limi-

tata ad una visita da parte di uno specialista. Talvolta viene iniziato il tratta-

mento comprendente anche l’utilizzo di farmaci antitiroidei con una diagnosi 

di “probabile morbo di Graves”.  

Un nuovo metodo di diagnosi non invasivo, quale ad esempio un test ELISA ef-

fettuato su un campione sierologico, potrebbe risultare particolarmente van-

taggioso anche per i pazienti pediatrici, i quali non possono essere sottoposti a 

esami di medicina nucleare. Dal momento che è stata ormai universalmente ri-

conosciuta la centralità del ruolo del TSHR nello sviluppo e nell’evoluzione della 

malattia, molti lavori scientifici, a partire dagli ultimi anni, sono stati volti 
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all’identificazione e alla descrizione del legame che avviene tra il TSH e il suo 

recettore. Più review hanno confermato che le mutazioni date dalla regione ex-

tra cellulare del TSHR sia direttamente coinvoltanell’iper-attivazione e succes-

sivamente questo porta ad un maggior rilascio di T3 e T4, facendo emergere i 

sintomi di ipertiroidismo. Nel gruppo di ricerca di cui ho fatto parte è stato ef-

fettuato uno studio il cui obbiettivo principale era riconoscere e selezionare le 

regioni del recettore che sembravano maggiormente coinvolte nel legame e 

nella sua iper-attivazione. L’obbiettivo del mio lavoro era quello di riuscire a 

sintetizzare in laboratorio dei frammenti peptidici estratti dal TSHR di cui si 

riteneva ci fosse un maggiore coinvolgimento nell’eziopatogenesi del morbo di 

Graves e testare la reattività di questi con gli anticorpi presenti nel siero dei 

pazienti. I risultati ottenuti sono stati molto romettenti sia dal punto di vista 

della sintesi e resa dei peptidi ottenuti sia dal punto di vista della reattività e 

specificità per gli autoanticorpi di pazienti GD; sebbene il progetto sia stato da 

poco iniziato e sia ancora ben lontano da una sua definitiva conclusione si pro-

spetta una evoluzione positiva. Per quanto concerne la parte di sintesi dei pep-

tidi e le tecniche utilizzate, ossia SPSS, sono risultate vincenti ed hanno per-

messo la realizzazione dei risultati attesi, in periodi di tempo relativamente 

brevi. I risultati ottenuti dai test ELISA, seppur siano stati condotti ancora in 

maniera limitata e non su tutti i peptidi ma al momento solo su quelli più pro-

metenti, sono risultati ottimistici dal momento che è stata individuata una mag-

giore reattività da parte del siero dei pazienti GD verso gli antigeni, rispetto ai 



 

  102 

casi controllo svolti su pazienti sani, TD1, LS e JIA. Come già detto precedente-

mente il progetto di ricerca è ancora in via di evoluzione e sviluppo e i risultati 

da me presentati riguardano unicamente una porzione molto ristretta ed ini-

ziale di questo ma si spera che diventi al più presto attuativo per migliorare la 

capacità di diagnosticare precocemente la patologia di Graves,  
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