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Biologia. —* Zimogrammi di esterasi ottenuti su poliacrilamide 
ed in gradiente di pH  da omogenati di A nopheles atroparvus (*}. N ota 
di U m b e r t o  B i a n c h i , presentata (**} dal Socio A. S t e f a n e l l i .

SUMMARY. —  Esterase zymograms from single homogenates of A . atroparvus larva, 
obtained by isoelectric focusing in polyacrylam ide gels, have shown a higher am ount of 
enzyme fractions ( 16-18) compared to the usual num ber of bands (6-7) which can be observed 
after electrophoresis on polyacrylam ide vertical gel slabs a t a continous p H  value. The 
significance of the finding and its applicability to problems of formal genetics of enzymes, 
have been discussed. The conclusion is that, the electrofocusing technique does not seem 
to facilitate the finding of gene-enzyme systems. I t has been suggested tha t this technique 
could be successfully applied to well defined analytical problems, for example the analysis 
of electrophoretic patterns produced by  heterozygous variant forms of multimeric enzymes.

In questo laboratorio sono in corso esperimenti tendenti a reperire sistemi 
«gene-enzima », da usarsi come utili m arcatori biochimici, in diverse specie 
di zanzare anofeliche.

In quest’am bito di ricerca è già stato possibile segnalare la presenza 
di num erose forme alleliche specificanti diverse stru tture molecolari prim arie 
di proteine omologhe dotate di a ttiv ità catalitica fosfatasica ed esterasica 
in Anopheles atroparvus, Anopheles labranchiae ed Anopheles stephensi, Bianchi 
(1968 a, 1968 b).

Le varianti molecolari enzim atiche che costituiscono il « fenotipo » preso 
in considerazione, vengono poste in evidenza e studiate per mezzo di elettro­
foresi su supporti ad alto potere di separazione (geli d ’amido e poliacrilamidici).

L a presente Nota, che va inserita nel quadro generale di ricerca suddetto, 
ha lo scopo di illustrare i risultati di una serie di esperimenti, tendenti a miglio­
rare il potere di separazione e di risoluzione dei nostri sistemi elettroforetici. 
Il principio tecnico al quale ci si è uniform ati è quello del frazionamento 
isoelettrico, m ediante elettroforesi a disco, del sistema enzimatico in esame. 
Tale innovazione tecnica può essere realizzata grazie all’uso di una miscela 
eterogenea di acidi poliaminopolicarbossilici alifatici sintetici, aventi diverso 
punto isoelettrico (Ampholine, LK B ), che possono formare in una colonna 
di poliacrilam ide un gradiente stabile di pH.

M a t e r i a l e  e  t e c n i c h e .

Si sono utilizzati om ogenati di singoli individui A . atroparvus al IV 
stadio larvale.

Circa 3 mi di una miscela così costituita: 4 mi di T M E D  (tetram etileti- 
lendiam m ina) al 3 ,33% ; 8 mi di « Cyanogum  41 » (BDH) al 6 6 ,6 % ; 8 mi

(*) Ricerca eseguita con il contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche, nellTsti- 
tuto di Genetica dell’U niversità di Cagliari.

('**) Nella seduta del 9 maggio 1970.
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di acqua distillata; 1 mi di « Am pholine » (fiH 3-10); 4 ml di riboflavina 
allo 0 ,004% , venivano prelevati e ad essi erano aggiunti 8-15 pd di estratto 
proteico, ottenuto om ogenando una singola larva in circa 2 gocce della 
sopraindicata miscela e raccogliendo Lomogenato con un capillare di vetro 
che, dopo essere stato chiuso alla fiamma ad una estremità, veniva posto in 
m icrocentrifuga e sottoposto ad un campo gravitazionale di 3 0 0 0 per  3'. 
L a suddetta quantità di miscela veniva quindi stratificata in un tubicino di 
vetro (1 2 0 x 6  mm). Queste operazioni venivano ripetute per altre nove volte.
I dieci tubicini così p reparati venivano quindi esposti a forte illuminazione.
II processo di fotopolimerizzazione si com pletava in circa 30'.

I tubicini venivano quindi inseriti verticalmente in un apparato  per 
elettroforesi a disco la cui vaschetta superiore conteneva una « soluzione 
catodica» di etanolam m ina al 2 ,0% . U na «soluzione anodica», costituita 
da 25 mi di acido fosforico saturo, sciolti in 1750 ml di acqua, veniva invece 
versata nella vaschetta inferiore, Dale e L atner (1968). Il frazionam ento 
isoelettrico veniva eseguito ponendo rapparecchio  in cam era fredda ad una 
tem peratura di circa 3°C . A lim entando con una tensione costante di 110V, 
si no tava un assorbim ento iniziale di circa io  mA. Dopo alcune ore la cor­
rente assorbita dim inuiva fino a stabilizzarsi intorno a valori di 1-2 mA. 
Si continuava ad alim entare per altre io--i2 ore circa.

P r e in c u b a z i o n e  e d  in c u b a z i o n e  e n z im a t i c a .

I gels erano posti per 2 ore in soluzione fredda di acido borico o ,i5 M . 
Questo trattam ento  aveva lo scopo di annullare il gradiente di fiH  all’interno 
del gel stesso e di portare l ’intero sistema ad un fiH  di 6,5 circa. Dopo lavaggio 
in acqua distillata i gels venivano incubati in 50 mi di soluzione tam pone 
fosfata o ,i5 M , fiH  6,5, contenente 50 mg di sodio a-naftilacetato  e 40 mg 
di Fast Red T R N  salt. L a visualizzazione delle zone ad attiv ità esterasica 
Veniva ottenuta nel tem po di 2-3 ore.

Gli zim ogrammi di controllo (elettroforesi su p iastra verticale di polia- 
crilamide a fiH  costante) venivano ottenuti seguendo particolarità tecniche 
recentem ente descritte, Bianchi (in corso di stam pa).

R i s u l t a t i  e d  o s s e r v a z i o n i .

Gli zim ogramm i delle esterasi ottenuti per frazionam ento isoelettrico in 
gradiente di fiH , risultano costituiti da numerose bande, fig. 1 B. Più preci­
sam ente sono osservabili da 15 a 18 zone in possesso della suddetta attiv ità 
catalitica. Alcune di queste sono rappresentate da bande molto ben separate 
e sufficientemente colorate. A ltre bande tendono invece a sovrapporsi, dando 
così origine a zone intensam ente colorate. L a fig. 1 A, illustra zimogrammi 
di esterasi ottenuti m ediante elettroforesi a fiH  8,65, su piastra verticale di
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poliacrilamide. Si nota subito la molto più elevata capacità di separazione 
posseduta dai gels contenenti « A m pholine », poiché il num ero di frazioni 
esterasiche osservabili nei supporti a pYl continuo non è superiore a 6-7.

Spiegare questi reperti semplicemente sulla base di considerazioni teoriche, 
può anche non essere strettam ente corretto. T u ttav ia  l’evidenza del reperto 
è così chiara da richiedere almeno un tentativo di interpretazione. Si potrebbe

Fig. i. p Zimogrammi di esterasi ottenuti a p H  8,65 su piastra verticale di 
poliacrlamide (1 A), si possono osservare (dal n. 1 al n. 8) diversi fenotipi del 
sistema gene-enzim a E st6 . La fig. 1 B illustra invece due zimogrammi ottenuti 
per frazionam ento isoelettrico in gradiente d i pH,  mediante elettroforesi a disco.

per esempio am m ettere che nel sistema catalitico studiato sono presenti effet­
tivam ente num erose e diverse forme molecolari enzimatiche. Conseguente­
mente, in assenza di « Am pholine », queste diverse forme molecolari tendereb­
bero a separarsi solo parzialm ente. Non tu tte  le bande osservabili dopo 
separazione elettroforetica a p i i  continuo rappresenterebbero perciò singole 
entità catalitiche, m a piuttosto, almeno alcune di esse, risulterebbero dalla 
sovrapposizione di differenti frazioni molecolari.
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Vi sono però alcune considerazioni che si oppongono ad una simile in ter­
pretazione. Innanzitu tto  non può essere escluso che alcune delle num erose 
bande osservabili nello zim ogram m a ottenuto in gradiente di pH , risultino 
da fenomeni di interazione molecolare, che possono aver luogo nel gel stesso, 
tra  diverse subunità costituenti diversi m ultim eri dotati di a ttiv ità catalitica. 
E ben noto che individui eterozigoti per forme enzim atiche isoalleliche aventi 
s tru ttu ra  molecolare quaternaria  dimerica, possono fornire all’analisi elettro- 
foretica tre bande e che eterozigoti per enzimi aventi s tru ttu ra  tetram erica, 
possono fornirne cinque, Shaw (1965). Se quindi subunità omologhe, appar­
tenenti però a m ultim eri diversi (diverse bande), interagissero in vitro, assi­
steremm o alla formazione di un num ero anche molto elevato di bande 
soprannum erarie, cioè di enzimi ibridi i quali non sarebbero però espressione 
fenotipica dell’attiv ità di singoli o di più geni strutturali. Non può neppure 
essere escluso che alcune delle bande poste in evidenza in gradiente di pH  
possono rappresentare complessi risultanti dall’interazione delle molecole 
enzim atiche con alcune delle molecole di acidi poliaminopolicarbossilici costi­
tuenti l’elettrolita.

Si può inoltre sottolineare che non si è m ai riusciti a riconoscere chiara­
mente, negli zim ogram m i ottenuti in gradiente di pH , la presenza del sistema 
gene-enzim a Esterasi 6. T ale sistema è stato posto in evidenza e studiato 
recentem ente in A . atroparvus per mezzo di elettroforesi in pH  continuo (8,65), 
eseguite su piastre verticali di poliacrilam ide. Si può quindi afferm are che il 
m igliorato potere di separazione ottenibile m ediante frazionam ento isoelet­
trico, non sem bra semplificare l’individuazione e lo studio di sistemi gene- 
enzima.

È invece possibile che esperim enti di frazionam ento isoelettrico possano 
risultare utili se applicati con scopo analitico a problem i particolari. A d esempio 
in casi in cui individui eterozigoti per due forme alleliche stru tturali, presenti 
in un locus specificante la sintesi di un enzim a supposto dimero, non forni­
scano gli attesi patterns elettroforetici a tre bande, m a pongano invece in 
evidenza zone ad attiv ità catalitica verosimilmente risultanti dalla sovrappo­
sizione di più bande. In  questo caso una di queste zone potrebbe essere isolata 
da un gel a pH  continuo e riesam inata m ediante elettroforesi a disco in 
gradiente di pH.
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