Ann. Ist. Super. Sanita
Vol. 24, N. 4 (1988), pp. 527-530

COESISTENZA DI ACETILCOLINA E DI CALCITONIN GENE-RELATED
PEPTIDE NELLA GIUNZIONE NEUROMUSCOLARE DELLA RANA:

UN MODELLO PER LO STUDIO DELLA SECREZIONE DIFFERENZIALE
DI NEUROTRASMETTITORI CLASSICI E PEPTIDI *

M. MATTEOLI (a), F. TORRI-TARELLI (a, b) ¢ C. HAIMANN (a, b)

(a) Centro del Consiglio Nazionale delle Ricerche per lo Studio della Farmacologia delle Infrastrutture Cellulari : (b)
Centro per lo Studio Sperimentale delle Neuropatie Periferiche e Malattie Neuromuscolari, Dipartimento di

Farmacologia Medica, Universita degli Studi, Milano

Riassunto. - /I calcitonin gene-related peptide
(CGRP) é stato evidenziato nella giunzione neuromu-
scolare della rana, dove appare confinato nelle grandi
vescicole a contenuto elettrondenso. La stimolazione del
preparaito nervo-muscolo con alfa-latrotossina, che indu-
ce una massiccia liberazione di quanti di acetilcolina e la
deplezione completa delle piccole vescicole chiare, non
induce una parallela deplezione delle grandi vescicole a
contenuto elettrondenso e di CGRP. Questi risultati di-
mostrano che la esocitosi delle vescicole contenenti neu-
rotrasmettitori classici e di quelle contenenti peptidi puo
essere dissociata in uno stesso terminale e suggeriscono
pertanto che meccanismi diversi siano coinvolti nella
secrezione mediata dalle due popolazioni di organelli.

Summary (Coexistence of acetylcholine and of
calcitonin gene-related peptide at the frog neuromuscular
Junction: a model for the study of differenual secretion
of classical neurotransmitters and peptides). - The
calcitonin gene-related peptide (CGRP) has been localiz-
ed at the frog neuromuscular junction, where it appears
to be segregated within the large dense core vesicles.
The stimulation of nerve-muscle preparations with alpha-
latrotoxin, which induces a massive release of quanta of
acetylcholine and a complete depletion of small synaptic
vesicles, does not induce a parallel depletion of large
dense core vesicles and of CGRP. These findings
demonstrate that the exocytosis from the classical
newrotransmitter-conlaining vesicles and that from the
peptide-containing vesicles can be dissociated at the
same nerve ending. They suggest therefore an involve-
meni of distinct machineries in the secretory processes
mediated by the two vesicle populations.

Introduzione

E' stato recentemente dimostrato che neurotrasmettito-
ri classici ¢ peptidi con funzione di trasmettitore e/o di
regolatore sono colocalizzati in numerose sinapsi dove
sono segregati in due diverse popolazioni di vescicole

[1]. I neurotrasmettitori classici sono contenuti prevalen-
temente in piccole vescicole chiare (SSVs) (40-60 nm in
diametro) mentre i peptidi sono immagazzinati esclusi-
vamente in vescicole pia grandi (diametro > 60 nm) con
nucleo clettrondenso (LDCVs) [1-3). Queste due classi
di vescicole differiscono per le caratteristiche biochimi-
che della loro membrana [3] ¢ per la sede e le modalita di
turnover della membrana e del contenuto [2]. Negli
ultimi anni sono state riportate evidenze a favore di una
diversa regolazione della secrezione di trasmettitori clas-
sici e di peptidi dal terminale nervoso [ 1, 4]. Tuttavia
non esiste una dimostrazione diretta che la secrezione del
peptide possa essere dissociata dalla secrezione del
trasmettitore classico in uno stesso terminale. Ci siamo
proposti di indagare questa possibilita utilizzando come
modello sperimentale la giunzione neuromuscolare della
rana. La popolazione vescicolare di questo terminale &
composta prevalentemente da SSVs, il cui ruolo nella
esocitosi dei quanti di acetilcolina (ACh) & stato ampia-
mente studiato [5], e da una piccola percentuale (circa
1%) di LDCVs, di cui non sono noti né il contenuto né
la funzione. Recentemente il calcitonin gene-related
peptide (CGRP) ¢ stato localizzato alla giunzione neuro-
muscolare di mammifero [6] dove sembra svolgere un
ruolo modulatorio sulle propricta della cellula postsi-
naptica [7]. I risultati riportati in questo lavoro mostra-
no che: a) il CGRP ¢ presente alla giunzione neuromu-
scolare di rana ed ¢ specificamente localizzato nelle
LDCVs; b) & possibile indurre una massiva esocitosi di
SSVs senza una concomitante esocitosi di LDCVs.

Risultati

Coesistenza di ACh e CGRP alla giunzione neuromu-
scolare di rana. - La Fig. 1a mostra una fibra isolata dal
muscolo cutaneo pettorale di rana immunocolorata [8]
per il peptide CGRP: il tipico aspetto ramificato del ter-
minale ¢ rivelato da un brillante segnale fluorescente,
che presenta un aspetto puntinato. La doppia colorazione
clfettuata con alpha-bungarotossina (Fig. 1b) conferma
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che I'immunoreattivita per i1 CGRP copre l'intera arbo-
rizzazione del terminale. Un segnale fluorescente di inten-
sita minore ¢ presente anche nella regione preterminale
dell'assone (Fig. 1a, freccia). La localizzazione presinap-
tica e la distribuzione subcellulare del peptide, rivelata
dalla tecnica dell'immunomarcatura con oro colloidale
[9], & mostrata nella Fig. 1d: i grani di oro sono specifi-
camente associati alle LDCVs (freccia) mentre non si 0s-
serva nessuna marcatura nelle altre strutture sinaptiche.

La giunzione neuromuscolare & sempre stala consi-
derata il modello di sinapsi puramente colinergica e,
come tale, un ottimo strumento di indagine dei meccani-
smi di liberazione quantale e di attivazione del recettore
nicotinico. La dimostrazione della presenza del CGRP in
guesto terminale e 1a sua localizzazione nelle LDCVs, il
cui contenuto e il cui ruolo nei processi sinaptici sono
stati fino ad oggi sconosciuti, apre la possibilita di otte-
nere importanti informazioni sulla funzione di questo
peptide nella trasmissione neuromuscolare.

Secrezione differenziale di ACh e CGRP, - La dimo-
strazione della presenza di un peptide nelle LDCVs della

giunzione neuromuscolare di rana, fornisce la possibilita
di utilizzare questa sinapsi come modello sperimentale
per lo studio della secrezione differenziale di neurotra-
smettitori classici e di peptidi in uno siesso terminale
nervoso. Come primo approccio per evidenziare una dif-
ferenza nella stimolazione della esocitosi di SSVs conte-
nenti ACh e di LDCVs contenenti CGRP, i preparati
nervo-muscolo sono slati incubati in presenza di alpha-
latrotossina (o-LTx). Questa tossina induce un massivo
aumento della frequenza dei potenziali di placca miniatu-
rizzati (mepps) e, impiegata ad alte dosi, causa una deple-
zione completa di quant di ACh e di SSVs [10]. La
deplezione di quant: di ACh dal terminale avviene pit ra-
pidamente e in maniera pill completa in soluzioni prive
di Ca?+ [11]; questo effetto suggerisce che i processi di
endocitosi a cui vanno incontro le SSVs nel terminale
siano bloccati dall'azione della tossina. La Fig. 2a mo-
stra un particolare di una giunzione di un muscolo incu-
bato con a-LTx (1 pg/ml) per 60 minuti: la massiva se-
crezione quantale di ACh, verificata tramite registrazione
intracellulare dei mepps, non & accompagnata da una
scomparsa dell'immunoreattivita per il CGRP, la quale ¢

Fig. 1. - Localizzazione immunocitochimica del CGRP nella giunzione neuromuscolare di rana. a ¢ b: micrografie al microscopio a fluore-
scenza di una fibra muscolare isolata dal muscolo cutaneo pettorale di rana (Rana pipiens) e fissaia con paraformaldeide al 4%: la fibra & sta-
ta colorata con il metodo dell'immunorodammina indiretta [8] per rivelare la distribuzione del CGRP (a) e con alfa-bungarotossina coniuga-
ta a fluoresceina per evidenziare quella dei recettori ACh (b). La freccia indica la parte preterminale dell'assone, immunoreattiva per il pep-
tide. 11 siero anti CGRP & stato preparato ¢ carallerizzato secondo i metodi standard [6]. ¢: micrografia al microscopio elettronico di una se-
zione trasversale di una giunzione di un muscolo di controllo, fissato con glutaraldeide al 2% e OsO4 al 2% e incluso in Epon 812 [10]. La
freccia indica una LDCV. d: micrografia al microscopio elettronico di una sezione sottile congelata ottenuta da un muscolo fissato con glu-
taraldeide allo 0,25% e paraformaldeide al 2% e successivamente infilirato in saccarosio 2,3 M. La sezione & stala immunocolorata per il
CGRP con la iccnica della proteina A-oro colloidale [9]. La freccia evidenzia i grani di oro, che sono selettivamente concentrati sulla
LDCV. (Ingrandimenti: a, b x 250; ¢ x 30.000; d x 70.000).



Fig. 2. - a: micrografia al microscopio a fluorescenza di un par-
ticolare di una giunzione incubata per 60 minuti in presenza di o-
LTx (1 pg/ml), preparata come descritto [10] in soluzione priva
di Ca?* a temperaura ambiente e immunocolorata per il CGRP. b:
micrografia al microscopio elettronico di un terminale sezionato
trasversalmente di un muscolo incubato in presenza di «-LTx in
soluzione priva di Ca2* a temperatura ambiente. La freccia indica
una LDCV, ancora presente nel terminale completamente depleta-
to di S§Vs. (Ingrandimenti: a x 400; b x 26.000).

ancora evidente nei rami della giunzione. L' osservazione
al microscopio elettronico di sezioni sottili ottenute da
preparati trattati con «-LTx, mostrano il rigonfiamento
dei terminali e la loro completa deplezione di SSVs: le
LDCVs tuttavia sono ancora presenti ed appaiono fre-
quentemente addossate alla membrana presinaptica (Fig.
2b; cfr. con Fig. 1c). I risultati della analisi morfometri-
ca indicano una lieve ma non significativa riduzione del
numero di LDCVs (valutata tramite il test t di Student);
il numero di LDCVs per sezione trasversale & 0,83 +
0,12 (SEM) nei preparati di controllo e 0,62 + 0,14
(SEM) nei preparati stimolati.
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Discussione

La recente dimostrazione del ruolo del CGRP nella de-
sensitizzazione del recettore nicotinico [12], insieme alle
evidenze farmacologiche di una regolazione differenziale
della liberazione di peptidi e neurotrasmettitori classici
in altri preparati [1, 4] suggeriscono che la esocitosi
delle LDCV's possa avvenire con modalitd, almeno tem-
porali, diverse dalla esocitosi di ACh durante I'attivita
sinaptica. [ nostri risultati rappresentano la prima dimo-
strazione diretta della possibilita di dissociare quasi com-
pletamente, in una stessa sinapsi, la esocitosi delle
SSVs contenenti neurotrasmettitori classici da quella del-
le LDCVs contenenti peptidi. Nonostante la a-LTx non
sia uno stimolo fisiologico, tuttavia essa rappresenta
uno strumento di estrema utilita dal momento che indu-
ce la completa deplezione delle SSVs. L'effetto differen-
ziale della tossina sulle SSVs e sulle LDCVs, suggeri-
sce che la secrezione di trasmettitori classici e peptidi
dalle due popolazioni di organelli sia mediata da diversi
meccanismi. Sebbene sia stato dimostrato che la o-LTx
¢ capace di aprire nelle membrane eccitabili un canale
permeabile ai cationi [13], il preciso meccanismo di azio-
ne della tossina non & ancora del tutto chiarito. E' possi-
bile tuttavia prospettare alcune spicgazioni riguardo
all'effetto differenziale della tossina sulla esocitosi delle
due popolazioni vescicolari in base a differenze nelle
loro proprieta di membrana; in particolare la sinapsina I
[8] sembraessere preferenzialmente associataalla superfi-
cie citoplasmatica delle SSVs [3]. Essendo tale proteina
in grado di interagire con elementi del citoscheletro, po-
trebbe rivestire un ruolo chiave nella regolazione del pro-
cesso di fusione della membrana vescicolare con quella
plasmatica. D'altra parte & anche ipotizzabile che una
massiva e rapida incorporazione della membrana delle
SSVs nell'assolemma, renda quest'ultimo incompatibile
per la fusione delle LDCVs .

Restano da definire le modalita di stimolazione ¢ di
ambiente ionico che rendono possibile la esocitosi delle
LDCVs. Questo avrebbe interesse primario non solo per
far luce sui meccanismi che possono essere coinvolti nel-
la stimolazione e/o regolazione differenziale della secre-
zione di queste due classi di organelli, ma anche per chia-
rire ulteriormente il ruolo dei peptidi a livello pre ¢/o
postsinaptico durante la trasmissione neuronale.
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