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Neurochimica. — Morfogenesi retinica ed eterogeneità molecolare 
della latticodeidrogenasi d i ratto (*}. Nota di V i n c e n z o  B o n a v i t a , 

F r a n c e s c o  P o n t e  e G i u s e p p e  A m o r e , presentata (**} dal Socio 
L . C a l i f a n o .

Q uesta N ota riassum e alcuni risu lta ti di uno studio sulla evoluzione mole­
colare della latticodeidrogenasi (I) di re tina  e diencefalo di ra tto  du ran te  lo 
sviluppo p ost-nata le . L a retina, che com pleta la sua morfogenesi solo dopo 
la nascita [i, 2], suggerisce il ten ta tivo  di correlare eventi, norm ali o ab ­
normi, della sua m aturazione morfologica e fenomeni di differenziazione mole­
colare. Essa offre l’eccezionale possibilità di correlare tali eventi in elem enti 
nervosi che subiscono una differenziazione m orfo-funzionale del tu tto  pecu­
liare. Nello studio della L D H  di re tina normale, questo ten ta tiv o  è s ta to  
deludente, m a la re tina  di ra tt i  con degenerazione spontanea ered itaria  [3] 
ha d im ostrato  modificazioni cospicue delle proprie tà elettroforetiche dell’enzi­
m a dopo la nascita {2).

Low ry e t al. [4] hanno dato, con l’istochimica q u an tita tiv a , un contributo  
fondam entale alla citofisiologia della retina, dim ostrando una d istribu­
zione differenziata della LD H  e di a ltri enzimi nei vari s tra ti retinici. 
L a presente indagine è s ta ta  com piuta, invece, sulla re tina intera, m a 
i risu lta ti descritti suggeriscono anche essi, in accordo con i dati dell’isto- 
chimica qu an tita tiv a , che « l’intensa glicolisi aerobica della in tera  re tina  
sia una specie di a rte fa tto  risu ltan te  dalla m escolanza di cellule, o p arti di 
qellulè, di elevata capacità ossidativa con cellule di forte capacità glico- 
litica » [4].

In  rapporto  alla comune origine embriologica, è sem brato opportuno 
condurre uno studio parallelo sul diencefalo, ma, in netto  contrasto  con l’as­
senza di variazioni nella re tina  norm ale, esso ha rivelato modificazioni pro­
gressive delle proprie tà  elettroforetiche della LD H .

(*) Lavoro eseguito nella Clinica Neurologica e nella Clinica Oculistica dell’Università 
di Palermo, con un contributo (Grant B-2917) del National Institute of Neurological Diseases 
and Blindness, e con contributi del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Nella seduta del 13 giugno 1963.
(1) Le abbreviazioni usate sono le seguenti: LDH, latticodeidrogenasi; DPN, difosfo- 

piridiniiucleotide; DPNH, difosfopiridinnucleotide ridotto.
(2) Come è noto, Bourne et al. [3], hanno isolato nel 1938 un ceppo di ratti con dege­

nerazione retinica spontanea, trasmessa come carattere mendeliano recessivo, ed in cui la 
lesione anatomica interessa elettivamente gli strati più esterni della retina stessa (cellule 
visive).
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Pa r t e  S p e r im e n t a l e .

Preparazione degli estratti d i retina e d i diencefalo. -  Sono sta ti usati ra tti  
W istar albini di en tram bi i sessi, di e tà  variabile dai 2 ai 120 giorni e ra tti  
con degenerazione ered itaria  della re tina  appartenen ti al ceppo descritto  da 
B ourne et al. [3]. P revia asportazione della cornea e del diafram m a irid o - 
lenticolare, la coppa sclerale veniva im m ersa in soluzione fisiologica a 
2 -4 0 C e la re tina  delicatam ente separata  dalla coroide. L ’esame istologico 
delle retine prelevate con tale tecnica, fissate in liquido di Bouin e colorate 
con em atossilina-eosina, ha rivelato solo rarissim i fram m enti di coroide aspor­
ta ta . Poiché con tale procedim ento lo s tra to  dell’epitelio p igm entato  rim ane 
adeso alla coroide, tu tte  le analisi com piute si riferiscono ai nove s tra ti più 
in terni della retina.

Le retine, subito  dopo il prelievo, venivano conservate a — 25°C e 
scongelate una sola volta al m om ento della esecuzione delle analisi elettro- 
foretiche. In  un esperim ento tipico, 5-6 retine di ra tto  adulto  venivano 
omogeneizzate m ediante apparecchio di P o tte r-E lveh jem , in un volume 
finale di circa 1 mi di H 20 b id istillata. Si eseguiva, quindi, centrifugazione a 
16.000 g per 30 m in in centrifuga Lourdes mod. LRA. T u tte  le operazioni 
venivano svolte a 2—4 0 C. Nel caso di ra tt i  in corso di sviluppo, il num ero di 
retine omogeneizzate in 1 mi di H 20 era inversam ente proporzionale all’e tà  
degli anim ali. Per il diencefalo la omogeneizzazione veniva eseguita in 2 vo­
lumi di H 20 b id istilla ta  ; il res tan te  procedim ento era identico.

Elettroforesi su gel d i agar. -  Essa è s ta ta  eseguita nelle condizioni speri­
m entali descritte  da G rabar e W illiams [5], con un tam pone di veronal -  
HC1, o,o5 M, pH  8,4 su gels di 18 X 12 X 0,4 cm e con una in tensità  di 
corrente di 45-48 mA. Tem po di m igrazione a 14-150 C : 3,5 h. L ’eluzione 
dell’enzim a dall’agar veniva eseguita secondo il procedim ento descritto  da 
B onavita e G uarneri [6], che consente un recupero quasi completo (90-95 %). 
Il pattern isoenzim atico o tten u to  su gel di agar per la LDH di diencefalo può 
essere duplicato su gel di am ido nelle condizioni sperim entali descritte  nel 
paragrafo seguente. L ’enzim a da retina, che dà un pattern a ltam ente rip rodu­
cibile su gel di amido ha, invece, un com portam ento poco costante su gel di 
agar, im putabile forse al basso contenuto  proteico degli e s tra tti di retina. 
Per tale m otivo, dopo num erosi ten ta tiv i prelim inari, la LD H  di re tina  è 
s ta ta  s tu d ia ta  solo su gel di amido.

Elettroforesi su gel d i amido. -  È s ta ta  eseguita nelle condizioni speri­
m entali descritte  da P lagem ann et al. [7], con modificazioni di m inor conto. 
Il tem po di r^iigrazione su piastre di 30 X 12,5 X 0,5 cm era di 14,5-15,0 h. 
In tale intervallo  di tempo, l’em oglobina di bue, u sa ta  come indicatore visi­
vo, m igrava verso l’anodo di 5,3-5,5 cm. L ’eluzione dell’enzim a dal gel di 
amido Veniva eseguita nelle stesse condizioni sperim entali descritte  per
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l ’agar [6], Il recupero della L D H  nel supernatan te  era m olto basso, oscillando 
tra  il 27 ed il 30 %. T u ttav ia , la incubazione del gel di am ido con amilasi [7], 
rivelava una distribuzione percentuale degli isoenzimi sostanzialm ente simile 
a quella osservata dopo eluzione in tam pone di fosfati di sodio, 0,45 M, pH  7,4. 
Si è concluso, pertan to , che quest’ultim o procedim ento dà una rapp resen ta­
zione abbastanza co rre tta  delle proporzioni relative dei vari isoenzimi di 
L D H  in organi diversi. Inoltre, come si è già no ta to  prim a, nel caso dell’en­
zim a da diencefalo, si è o tten u ta  su gel di agar una p erfe tta  riproduzione del 
pattern isoenzimatico osservato su gel di amido.

Determinazione dell'attività latticodeidrogenasica. -  Sono s ta ti usati piru- 
vato di sodio ed acido lattico  {pnruni) 40%  (Fluka, Basilea). Il D PN  e il 
D PN H  erano prodo tti P abst (Milwaukee, Wisconsin). L a riduzione del D PN  
e la ossidazione del D PN H  sono s ta te  m isurate con uno spettrofotom etro  
Beckm an DB, connesso ad un registratore Sargent mod. SRL, seguendo Pin- 
crem ento ed il decrem ento della estinzione a 340 mp,.

Del D PN  venivano usate 0,7 [x-moli in un volume finale di 3 mi, m entre 
del D PN H  venivano usate  solo 0,2 (x-moli. L e  altre condizioni sperim entali 
erano quelle suggerite da K ornberg [8] per la riduzione del p iruvato  e quelle 
proposte da Neilands [9] per la deidrogenazione del la tta to .

R is u l t a t i.

Nella fig. 1 è rip o rta to  il pattern isoenzimatico su gel di amido della 
L D H  di re tina  di ra tto  adulto  normale. Il paragone con il pattern della LD H

Fig. r. -  Separazione su gel di amido degli isoenzimi di LDH di retina di ratto adulto normale.
Unità di attività latticodeidrogenasica (unità LDH) è la quantità di enzima che determina un decremento del­
l’estinzione a 340 m[x di 0,001 in i min. Per le condizioni sperimentali, si veda il testo. I rapporti percentuali medi 

tra gli isoenzimi i, 2, 3 e 4 sono i seguenti: 55,8 : 28,9: 7,7 : 7,6.
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di diencefalo è m olto in teressante (fig. 2). A  diversità della retina, il dience­
falo contiene, in fatti, un quinto isoenzima, che m igra a grande velocità verso 
l’anodo. Non è da escludere che anche la re tina contenga una piccola q u an tità  
di q u est’u ltim a proteina e che l’esistenza di tale frazione non sia s ta ta  dim o­
s tra ta  per una insufficiente sensibilità del m etodo di saggio. In  ogni caso 
poiché la frazione 4, che non supera l’8 %,/ è s ta ta  costantem ente d im ostrata  
in es tra tti di retina, è da ritenere che la eventuale qu in ta  frazione sia m olto 
più piccola in term ini percentuali.

O ltre che per la diversa distribuzione percentuale degli isoenzimi costi­
tu tiv i in e tà  adulta, re tina e diencefalo differiscono profondam ente per le

Fig. 2. -  Separazione su gel di amido degli isoenzimi di LDH di diencefalo 
di ratto adulto normale.

Il diencefalo di ratti con degenerazione spontanea ereditaria non differisce dal diencefalo di animali 
normali per la composizione isoenzimatica della LDH.

caratteristiche elettroforetiche della LD H  nel corso dello sviluppo post-nata le . 
L a L D ff £li re tina  non va incontro ad alcuna variazione dalla nascita all’età 
adulta. Non è così, invece, per il diencefalo, la cui LD H  acquisisce la sua 
composizione definitiva dopo il 220 giorno dalla nascita.

Nella Tabella I è r ip o rta ta  la distribuzione percentuale degli isoenzimi 
della L D H  di diencefalo di ra tto  a due giorni dopo la nascita ed in età adulta. 
Si può rilevare come le frazioni 2 e 5 siano quelle che vanno incontro alle 
variazioni maggiori.

Nei ra tt i  con degenerazione ered itaria della retina, la LD H  di quest’ultim o 
organo non si diversifica alla nascita dall’enzima presente in anim ali normali.
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L a fig. 3 dim ostra, tu ttav ia , che nel corso dello sviluppo post-nata le ,-da  
composizione isoenzim atica si a ltera  progressivam ente per un decrem ento 
graduale della frazione i, cui fa riscontro Tincrem ento degli a ltri isoenzimi. 
Il paragone della fig. 4 con la fig. 1 fa rilevare la profonda differenza tra  la 
L D H  retin ica di anim ali norm ali adulti e di ra tt i  con degenerazione spontanea 
ereditaria. Questo aspetto  della patologia molecolare retin ica sarà arg o m w tp  
di descrizione accurata  in un articolo successivo [17].

T a b e l l a  I.

Composizione isoenzimatica della LD H  di diencefalo di ratto a due giorni- 
dopo la nascita ed in età adulta (*).

Età
Distribuzione percentuale degli isoenzimi

1 2 3 4 5

Due giorni dopo la nascita ................ 3 ,o 52,0 22,7 is ,6 6,7

Quattro mesi dopo la nascita . . . . 2, 0 28,0 17,0 21,0 32,0

(*) I valori riportati in questa tavola rappresentano le medie di almeno tre determinazioni su gruppi di tre-quattro 
diencefali. Un’analisi statistica della variabilità nella distribuzione percentuale degli isoenzimi di LDH è stata descritta in 
un precedente lavoro [io].

Dg. 3. -  Variazioni nell’attività percentuale di tre isoenzimi di Lf>H di retina di ratto.
Degenerazione spontanea ereditaria durante lo sviluppo pòst-natale.
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Fig. 4. -  Separazione su gel di amido degli isoenzimi di LDH di ratina di ratto adulto.
Degenerazione spontanea ereditaria. I rapporti percentuali medi tra gli isoenzimi 1, 2, 3 « 4 sono i seguenti:

15,1:34,9:24,1:25,9.

D is c u s sio n e  e  C o n c l u s io n i.

I risu lta ti descritti in questa N ota  m eritano un breve commento. Bona­
vita  e t al. [io] hanno stud iato  di recente l’evoluzione del pattern isoenzimatico 
della LD H  dell’encefalo to tale di ra tto  du ran te  l’ontogenesi post-nata le . Seb­
bene il diencefalo si diversifichi dalle altre s tru ttu re  encefaliche per il pattern 
elettroforeticd finale e per la più grande velocità di m aturazione [ n ] ,  deve 
essere scpttolineata la sostanziale somiglianza tra  esso e le altre aree encefa­
liche nella m aturazione post—natale  della LD H . Al contrario, m algrado la 
com une derivazione embriologica, la re tina  norm ale non modifica, dopo la 
nascita , la composizione isoenzim atica della sua LD H . Se le osservazioni 
sull’enzim a da encefalo e diencefalo suggeriscono, pertan to , un parallelismo 
tra  morfogenesi e m aturazione molecolare, i risu ltati o tten u ti con la re tina  
suggeriscono l’ipotesi opposta. In  verità, anche le osservazioni com piute 
sulla re tina  di ra tti  con degenerazione ereditaria dim ostrano che l’evoluzione 
delle caratteristiche chimiche e quella delle alterazioni morfologiche dell’orga­
no non sono contemporanee.

Secondo la classica descrizione istologica di Lucas et al. [2], nei ra tti  
con degenerazione ereditaria, la re tina  si sviluppa norm alm ente fino al 140 
giorno circa. Solo in tale stadio, quando cioè i bastoncelli sono all’apice 
della loro curva di sviluppo, « i segm enti distali vanno incontro ad im provvisa 
ro ttu ra  e form ano masse amorfe di de triti eosinofili ». Al contrario, l’altera-



7 i 6 Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. — Voi. XXXIV -  giugno 1963

zione del pattern isoenzimatico della LD H  è estrem am ente precoce nella 
re tina  di tali anim ali, osservandosi un netto  decrem ento del valore percentuale 
deirisoenzim a 1 già prim a del io° giorno di v ita ex trau terina  (fig. 3).

In  verità la variazione del pattern isoenzimatico della LD H  nella re tina 
di ra tt i  con degenerazione ered itaria è anche più precoce del decrem ento della 
glicolisi [12, 13] e della scom parsa deire lettroretinogram m a [14], per la cui 
genesi Noell [15] ha a ttrib u ito  particolare im portanza alla glicolisi stessa.

E  s ta to  sostenuto di recente che l’isoenzima 1, che prevale anche nel 
muscolo scheletrico, caratterizza tessuti di elevata capacità glicolitica, e che 
l’isoenzima 5 e le forme ibride correlate caratterizzano invece tessuti come 
quello cardiaco, la cui efficienza funzionale è più s tre ttam en te  dipendente da 
un elevato consumo di ossigeno [16]. Se tale affermazione è valida, l’elevato 
valore percentuale, nella re tina  intera, del prim o tipo di isoenzima suggerisce, 
in accordo con i dati della istochim ica q uan tita tiva , che la LD H  sia localizzata 
a preferenza in tipi cellulari a « m etabolism o glicolitico prevalente ».

A  tale proposito è da no tare che u n ’accurata  analisi cinetica della LD H  
duran te  lo sviluppo di re tina  e diencefalo [11, 17], ha docum entato  che le 
differenze regionali ed ontogenetiche, osservate nella composizione isoen­
zim atica, sono correlate a differenti p roprietà catalitiche dell’enzima, la cui 
im portanza può essere notevole anche quando le differenze stesse sono lievi.
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