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Bull. Schweiz. Akod. Med. Wiss. 34, 131-144 (1979)

Unité de Neuroendocrinologie, INSERM, Paris

DISTRIBUTION SUBCELLULAIRE DES NEUROHORMONES HYPO-
THALAMIQUES ET STIMULATION DE LEUR LIBERATION IN VITRO

C. KORDON, J. EPELBAUM et J.P. GAUTRON

5ummarr

Neuronal compartments can be separated by differential spinning or by centrifugation on
continuous or discontinuous density gradients. Application of these fractionation techniques
to brain structures containing neurosecretory neurons shows that LHRH, somatostatin and a
non dopamine prolactin inhibiting factor (PIF) are exclusively recovered from synaptosomal
fractions. This indicates that biologically and/or immunologically reactive forms of these
hormones are almost entirely concentrated in nerve~-endings of neurosecretory neurons. In
contrast, other neuvropeptides - posterior pitvitary hormone, but also TRH, a vasoactive in-
testinal peptide (VIP), substance P or endorphins - are also found in supernatant fractions.
The existence of multiple molecular forms of neuropeptides is likely to explain these diffe-
rences. Current theories postulate that they are synthetized on ribosomes as precursor forms,
Their active structure is only achieved by enzymatic splitting of the pre- or the prohormone
within nerve endings. This mode of synthesis is probably commen to all neuropeptides, al-
though it has only been well substantiated in a few cases, in particular for the hormones of
the posterior pituitary. Thus, the lack of immunologically detectable LHRH or SRIF outside
the synoptosomal fraction may reflect masking of the active immunclogical sites by inert
peptide chains associated with prohormonal forms.

Fractionation methods can also be applied to physiological or pharmacological experiments.
in particular, they permit to characterize, on presynoptic membranes of neurosecretory neu-
rons, specific receptors to neurotransmitters involved in the control of neurchormone secre-
tion, Interaction of dopomine and ocetylcholine with LHRH and CRF release are presented

as examples of such applications,
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l. Introduction

La distribution subcellulaire de protéines, d'enzymes ou de neurones transmetteurs dans le
systdme nerveux central (SNC) est étudiée depuis plusieurs années (WHITTAKER et ol.,
1964; DE ROBERTIS, 1964); mais les techniques de fractionnement n'ont été appliquées que
récemment au probl2me des neurohormones. L'originalité de ces techniques au niveau du
systéme nerveux certral découle de la propriété qu'ont les terminaisons nerveuses de se re-
sceller et de former des particules, dites "syncptosomes" oprés broyage ménagé du tissu, Les
synaptosomes sont donc des sphérules artificiellement closes qui contiennent la majeure par-
tie du matériel présynaptique {WHITTAKER, 194%). Pour les obtenir, on recourt & une cen-
trifugation préalable & basse vitesse d'homogénats de structures nerveuses, qui permet de se
séparer des noyaux et des plus grosses particules membranaires. Ensuite, les propriétés de sé-
dimentation des mitochondries, des petits débris membranaires, de la myéline et des synapto-
somes permettent de séparer ces éléments figurés des constituants cytosolubles. Une purifica-
tion additionnelle des éléments particulaires peut étre entreprise sur des gradients discontinus
ou continus de saccharose ou de ficol, par exemple. Dans le premier cas, les différents types
de particules sont retenus sur des interfaces de densité discontinue en fonction de leur taille
et de leur densité. Par exemple, dans des gradients discontinus & 3 bandes comportant respec-
tivement des concentrations de 0,32, 0,8 et 1,2 M de saccharase, une centrifugation &
1000000 g pendant 40 minutes permet de récupérer la plupart des mitochondries et des dé-
bris membranaires dans le culot, tandis que les synaptosomes se retrouvent dans l'interface
B-C et la myéline en phase A (Figure 1). Les contaminants cytosolubles, eux, restent dans

la partie supérieure du gradient. Dans le deuxiéme cos, celui des gradients continus (LADU-
RON, 1977), la taille et la densité des éléments figurés déterminent des vitesses différentes
de migration; on peut ainsi obtenir une meilleure résolution des fractions, notamment en les
prélevant avant qu'elles n'cient atteint leur érat d'équilibre.

Chaque fraction peut étre controlée, soit par un examen des culots ou des interfaces en mi-
croscopie électronique, soit par un dosage d'enzymes marqueurs. C'est ainsi par exemple
que la succinodéshydrogénase est considérée comme un bon marqueur des mitechondries,
tandis que la lactate-déshydrogénase, enzyme exclusivement cytosoluble (JOHNSON et
WHITTAKER, 1963}, est un bon marqueur des synaptosomes de la fraction mitochondriale
brute. En effet, aprés élimination des fractions cytosolubles correspondant au corps cellu-
laire et & l'axoplosme, la seule fraction particulaire qui renferme encore cette enzyme est

la fraction synaptosomale.
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SCHEMA DU FRACTIONNEMENT SUBCELLULAIRE
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Fig. 1. Schéma du fractionnement subcellulaire de structures nerveuses. Les synaptosomes se
retrouvent dans le culot mitochondrial brut P; sur gradient, ils migrent préférentiellement
dans la bande B, qui constitue |'interface des densités de sucrose comprises entre 0,8 et
1,2M.

L'intérét de telles techniques de fractionnement est multiple. D'abord, elles renseignent sur
la distribution proprement neuronale des substances neurosécrétées; les autres éléments cel-
lulaires du systéme nerveux, comme les cellules gliales ou les épendymocytes, ne forment
pas de synaptosomes. Ensuite, la connaissance de la répartition de ces substances entre des
fractions solubles et des fragments insolubles ou particulaires, ou encore entre le cytoplasme

et le synaptoplosme, fournit des renseignements importants sur la migration ou les sites de

133



stockage des produits de sécrétion du systéme nerveux. Elle permet ainsi de proposer des
hypothéses de travail sur le mécanisme de biosynthése et de libération de ces malécules.
Enfin, le fractionnement subcellulaire permet l'incubation séparée de différentes fractions;
on peut ainsi déterminer le site cellulaire de certaines interactions avec la cellule nerveuse,
C'est ainsi qu'on a pu localiser le mécanisme de recapture des transmetteurs aminergiques
avu niveau de la terminaison nerveuse (CLOUET et al., 1973) et caractériser, & ce niveau,

la présence de récepteurs spécifiques impliqués dans les rétroactions intraneuronales {GIOR-
GIEFF et al., 1976).

Dans le présent article, nous allons passer en revue les données expérimentales concernant
la distribution des neuropeptides & action hormonale. Nous nous interrogerons ensuite sur

les conséquences de ceite distribution sur les sites et les mécanismes de leur biosynthase,
Puis, nous envisagerons guelgues exemples de |'application du fractionnement subcellulaire

a |'étude de la régulation physiologique de la sécrétion des neurohormones.

Il. Distribution subcellulaire des neuropeptides

Commengons par |'examen du LHRH, qui, sous cet aspect, est actuellement le neuropeptide
le mieux étudié,

Soixante~dix pour cent du LHRH hypothalamique migrent dans la fraction mitochondriale
brute, ainsi qu'on a pu le vérifier dans toutes les structures comportant une densité impor-
tante de neurones 8 LHRH (RAMIREZ et al., 1975). Un fractionnement plus poussé de cette
fraction mitochondriale brute sur gradient discontinu montre que le peptide se refrouve es-
sentiellement dans la fraction synaptosomale, c'est & dire dans la bande B du gradient; une
certaine activité, probablement due & une contamination par les synaptosomes, se retrouve
également dens la bande C (Figure 2} (RAMIREZ et al., 1975). A ce niveau, une excellente
corrélation o pu &tre observée entre la distribution de I'enzyme marqueur et celle du LHRH
(Figure 2).

Dans un gradient continu, on retrouve également deux bandes distinctes d'activité lors d'un
fractionnement & court terme (Figure 3) (BARNEA et al., 1978). 5i la centrifugation est
poursuivie plus longtemps, les deux cotégories de particules migrent vers un état d'équilibre
commun. Pour expliquer cette hétérogénéité de distribution aux temps courts, certains au-
teurs ont suggéré qu'il existerait 2 populations différentes de naurcnes contenant le neurc-
peptide; par exemple, une partie des neurcnes pourrait comporter une articulation conven-
tionnelle sur une cellule postsynaptique, tandis que les autres en seraient dépourvus. Cette

conclusions demeure cependant prob lématique; les propriétés des synaptosomes peuvent &tre
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Fig. 2. Distribution comparée du LHRH et de l'enzyme marqueur du synaptoplasme dans une
fraction P2 passée sur grodient discontinu. Noter la bonne corré lation des distributions
(Reamirez et al., 1975).

modifiées en cours de fractionnement, et la population migrant dans |'interface C pourrait
aussi 8tre constituée de synaptosomes partiellement dégradés.

Quoiqu'il en soit, le LHRH semble se distribuer presque exclusivement dans les synaptosomes.
Avant d'&tre acceptée, cette conclusion doit étre soumise & des vérifications soigneuses,
pour s'assurer notamment que le LHRH présent dans d'outres compartiments n'a pas été dec-
tivement dégradé par des enzymes peptidasiques, ou qu'il n'a pas é1é absorbé artificielle~
ment sur des fractions particulaires. L'addition de LHRH exog#ne & des homogénats avant
fractionnement montre que la distribution du peptide exogéne différe notablement de celle
du peptide endogéne (GAUTRON et cl,, 1977). Elle permet également de montrer que, lors-
que le LHRH est administré par voie intraventriculaire et migre vers |"éminence médiane,
par I’intermédiaire de tanicytes par exemple, il ne se distribve que dans la fraction cytoso-
luble (GAUTRON et cl., 1977). On peut ainsi conclure que la distribution synaptosomale
du LHRH ne résulte pas d'un artéfact méthodologique ou d'une dégradation du peptide dans
le cytoplasme; I'excellent rendement de la récupération synaptosomale du peptide par rap-

port & sa concentration dans |'homogénat confirme également cette conclusion.
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Fig. 3. Distribution du LHRH dans un gradient de sgccharose continu, La courbe en pointillé
montre la distribution bimodale du peptide avant que sa migration n'ait atteint un état
d'équilibre. Les courbes en traits gras et en traits pleins représentent la distribution du pep=-
tide pour des temps de centrifugation plus longs (Barnea et al., 1974).

Le fractionnement des synaptosomes eux-memes, pour étudier la distribution subsynaptoso~
male, montre que le peptide se distribue de maniére bimodale, & la fois dans une fraction
synaptosoluble et dans des particules qui représentent probablement les granules de sécré-
tion ou d'exocytose {Figure 4) (Gautron, chservation inedite),
Dans le cas d'autres neurchormones, les études de fractionnement ont abouti & des conclu-
sions analogues. Lo somatostatine présente également une distribution exclusivement synap-
tosomale; dans un gradient discontinu, la corrélation entre la distribution de I'activité du
peptide et celle de I'enzyme marqueur est aussi bonne que dans le cos du LHRH (Figure 5)
(EPELBAUM et al., 1977).
Le fractionnement subcellulaire de 'activité PIF (prolactin inhibiting factor) a fourni des
données intéressantes. On sait maintenant qu'une grande partie de |'inhibition de la prolac-
tine est due & la libération, au niveau du syst2me porte hypothalaomo-hypophysaire, de la

dopamine contenue dans les neurones du fractus tubércinfundibulaire {MCLEOD et LEH-
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DISTRIBUTIONS SUBSYNAPTOSOMALES DU LH-RH, DE LA LDH ET DES
PROTEINES CHEZ LE MALE NORMAL .
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Fig. 4. Distribution subsynaptosomale du LHRH, de |"enzyme marqueur du synaptoplasme et
des protéines dans |'hypothalamus du rat méle normal. La couche supérieure du gradient
(O + D) représente la fraction soluble, tandis que les fractions G et H sont liées aux élé-
ments granulaires.,
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Fig. 5. Distribution subcellulaire comparée de la somatostatine et de |'enzyme marqueur du
synaptoplasme dans trois structures différentes de |'hypothalamus. Noter la similitude de dis-
tribution (Epelbaum et al., 1977).
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Tableau I: Distribution relative des peptides hypothalamiques entre la fraction mitochondri-
ale brute (Pp) et le surnageant microsomal (S3). Les pourcentages sont donnés par rapport &
I'homogénat. RIA = Dosage radiocimmunologique; BA = Dosage biologique.

Peptide Dosage P2 S, Référence

LH-RH RlA 50-460 5 Barnea et al., 1975, 1976
RIA-BA 65 2 Ramirez et al,, 1975

Somatostatine RIA 20 7 Epelbaum et al,, 1977

PIF* BA 80 2 Enjalbert et al., 1978

TRH RI1A 50-60 20-25 Barnea et al., 1975, 1976

R1A 36 20 Winokur et al., 1977

Reptidesiradiying BA 74 15 Simantov et al., 1976

morphinomimétique

Substance P RIA 59 31 Duffy et al,, 1977

VIP RI1A 79 45 Giachetti et al., 1977

Vasopressine BA 46 50 Sachs, 1963

aMSH RIA 35 31 Barnea et al,, 1977

* L'activité PIF correspond & des fractions épuisées en dopomine par passage sur alumine
{voir Enjalbert et al., 1978).

MEYER, 1974), Cependant, ka dopamine ne rend pas compte de la totalité de |'activité PIF
d'extraits hypothalamiques (GREIBROKK et al., 1974; SCHALLY et al., 1976). En particu-
lier, une activité PIF non-dopaminergique se retrouve préférentiellement dans une fraction
synaptosomale de |'hypothalamus médicbasal, et non dans des fractions synaptosomales ob-
tenues & partir d'autres structures cérébrales riches en dopamine, comme le strigtum (ENJAL-
BERT et al., 1977). La distribution du PIF non-dopaminergique semble donc s*apparenter &
celle du LHRH et de la somatostatine. Le TRH a une distribution voisine de celle des neuro=-
hormones déjd citées; les synaptosomes qui contiennent ce peptide présentent en outre une
répartition bimodale en gradient continu analogue & celle du LHRH {BARNEA et al., 1976).
Mais, dans ce cos comme dans celui des neuropeptides morphinomimétiques et de la substan=
ce P, une proportion plus importonte de |'immunoréactivité ou de |'activité biologique liée
au peptide se retrouve dans le surnageant microsemal (Tableau 1).

Enfin, les neuropeptides d'un dernier groupe sont répartis également dans le cytoplasme pé-
rikaryal et dans les terminaisons. C'est le cas des hormones post-hypophysaires, de |'a-MSH
et du VIP (Vosoactive intestinal peptide).

L'activité immunclogique ou biologique de tous les neuropeptides se retrouve donc dans la
terminaison nerveuse, mais |'activité présente dans les fractions associées au cytoplasme pé-
rikaryal ou & |'axoplosme varie d'un peptide & |'autre, comme le montre le tableau . Cette
différence de distribution pourrait s'expliquer par l'existence de formes moléculaires multi-

ples des neuropeptides.
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En effet, contrairement & lo théorie initialement avancée par MITNICK et REICHLIN (1971)
d'un méconisme enzymatique non ribosomal de synthése des neurohormones, on pense mainte-
nant que des formes précurseurs de ces molécules sont synthétisées au niveau des ribosomes
des neurones neurosécrétoires, Les travaux de plusieurs auteurs suggérent la présence de
formes immunoréactives multiples des peptides hypothalamiques (JOHANSSON et al., 1972;
FAWCETT et al., 1974; MILLAR et al., 1977). La mise en évidence de précurseurs demeure
délicate; une activité peptidasique importante présente dans les extraits de tissu nerveux
interfére généralement avec le dosage radicimmunologique de fractions non précipitées, en
dégradant le traceur lui-méme. En outre, certaines formes précurseurs peuvent n'éire pas re-

connues par les techniques immunclogiques habituelles, en raison du masquage des sites

actifs dans la molécule "lourde", c'est & dire d'une différence d'affinité du peptide et de
son précurseur vis-d-vis des anticorps spécifiques. De telles différences d'affinité rendent
trés aléatoire la mise en évidence de la forme la moins affine dans un systdme de compéti-
tion.

Des raisons de cet ordre pourraient rendre compte des divergences observées entre certains
résultats acquis par des méthodes histoimmunochimiques ou par fractionnement subcellulaire.
Du LHRH (BARRY et al., 1973) ou de la somatostatine (ELDE et al., 1975) a pu étre mis en
évidence dans le cytoplasme de certoins corps cellulaires, bien que les formes actives bio-
logiquement ou immunologiquement (dans un systéme de compétition) ne se retrouvent pra-
tiquement pas en dehors de la fraction synaptosomale, Sur les autres points, les données des
deux techniques sont bien corrélées, puisque I'histoimmunochimie suggére également une
localisation préférentielle des peptides adéno-hypophysictropes dans la zone de distribution
des termincisons neurosécrétoires, c'est~a-dire |'éminence médiane (BARRY et al., 1973;
KORDON et al., 1974; HOKFELT et al., 1974) et, pour certains, l'organe vasculaire de la
lame terminale (KORDON et RAMIREZ, 1975; BAKER et al., 1976). En microscopie électro=
nique, I'histoimmunochimie permet d'associer le matériel immunoréactif avec des éléments
granulaires (CALAS et al., 1975; PELLETIER et al., 1977; STYNE et al., 1977), ce qui cor-
respond bien aux résultats de I'analyse subsynaptosomale.

Des différences de comportement immunologique des précurseurs et des peptides actifs expli-
quent également que le rdle précurseur de substances présentant des réactions immunologi-
ques croisées avec un neuropeptide, mais dotées de propriétés chromatographiques ou élec-
trophorétiques différentes, n'o pas encore été formellement prouvé dans le cas des peptides
hypophysiotropes. En revanche, les arguments en faveur de ce mécanisme sont plus conclu-
ants dans le cas des hormones post-hypophysaires (GAINER et al., 1977) et, surtout, des
endorphines (MAINS et al., 1977), ainsi que pour de nombreuses hormones périphériques.
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Lc théorie d'un mode ribosomal de synthése de formes précurseurs implique, dans le cas d'une
neurohormone, le transport axonal du précurseur et son clivage par des mécanismes enzyma-
tiques, C'est ainsi que peut s'expliquer |'échec, jusqu'a présent, des tentatives d'incorpora-
tion directe, in vitro, d'acides aminés précurseurs dans des peptides hormonaux. || est inté-
ressant de constater qu'in vivo, |'infusion intraventriculaire de précurseurs tritiés a permis
d'obtenir le marquage de certains peptides; I'intensité de |'incorporation était, dans ce cuos,
proportionnelle & la vitesse de renouvellement du peptide (KORDON et al,, 1976), Ces re-

cherches n'en sont cependant qu'd leur stade préliminaire et doivent encore &tre confirmées.

i, Application du fractionnement subcellulaire & 1'6tude de la

régulation de la synth2se des neuropeptides

Das lors que presque toute |'activité des peptides hormonaux se retrouve dans lo terminaison
nerveuse, il était tentant de rechercher les conditions de leur libération & partir de fractions
synaoptosomales. Cependant, avant de pouvoir conclure & la validité de tels modeles, un cer-
tain nombre de conditions doivent &tre remplies. En particulier, on doit pouvoir montrer
qu'une libération in vitro représente une sécrétion active, c'est & dire qu'elle dépend de la
température, qu'elle peut étre induite par une dépolarisation (consécutive par exemple &
I'anrichissement du milieu en K+), et que de tels effets sont CuH-dépendums.

Dans |'état actuel des méthodes de préparation des synaptosomes, la fraction synoptosomale
ne satisfait pas encore entizrement & tous ces critdres. La libération de base des peptides &
partir de fractions synaptosomales demeure trés élevée par rapport & leur contenu {BLEDSOE
et RAMIREZ, 1976) (Figure &). Lo dépolarisation au KC1 ne provoque généralement pas les
effets attendus et lo dépendance de la sécrétion vis-a-vis du calcium n'est pas vérifiée
(BENNETT et al., 1975). Cela tient sans doute aux conditions de préparation des synaptoso-
mes; le fractionnement & basse température libére plusieurs substances neurosécrétées (BAKER
et HOPE, 1976) et les molarités élevées de saccharose qui constituent les grodients affectent
les propriétés osmotiques du synaptoplasme. Il en résulte probablement un déplacement de la
localisation granulaire des neuropeptides, qui aboutit & une forte libération passive, par dif-
fusion, des hormones dans le milieu d'incubation (RAMIREZ et KORDON, 1978).

Malgré ces inconvénients, |'interaction de certains neurotransmetteurs avec lo libération de
neurchormones a pu étre mise en évidence in vitro. C'est ainsi que la dopamine semble

stimuler la libération du LHRH (BENINETT et EDWARDSON, 1975) et que |'acetylcholine

libtre une activité CRF dans le milieu d'incubation de synaptosomes d'hypothalamus {ED-
WARDSON et BENNETT, 1974; HILLHOUSE et al., 1975). Ces données ont d'ailleurs été
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Fig. 6. Libération du LHRH dans un systdme de périfusion de synaptosomes (en haut, & gau~
che) et de fragments d'hypothalomus médiobasal (en bas). Noter le niveau de libération éle-
vé des synaptosomes (Ramirez et Kordon, 1978).

confirmées sur des fragments de tissu comportant des terminaisons neurasécrétoires. Dans ce
cas, |'effet de dépaolarisation par le potassium et lo dépendance et de cette stimulation vis-
a-vis du caleium ont été vérifides (ROTSZTEIN et al,, 1978), Dans ces conditions, le LHRH
est libéré hors des rerminaisons sous |'effet de |'adjonction de depomine au milieu d'incuba-
tion (ROTSZTEIN et al., 1977) (Figure 7). Cet effet est dose-dépendant; il parait en outre
spécifique, car les antagonistes des récepteurs dopaminergiques l'inhibent, tandis que la
noradrenaline ne produit pas la méme action. La signification physiclogique de ces inter-

actions in vitro semble en outre attestée par la bonne corrélation, au niveau de trois struc-

tures distinctes contenant des terminaisons 8 LHRH, entre lo caopacité de libérer le peptide
sous |'effet de lo dopamine et la concentration endogéne de ce médiateur {(ROTSZTEIN et
al., 1977).

Ces expériences suggrent |'existence de récepteurs spécifiques au niveou des terminaisons

& LHRH, bien que les techniques habituelles de mesure de la linison scient encore insuffisam-

ment sensibles pour avoir permis de mettre ces récepteurs en évidence par des moyens plus
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Fig. 7. Effet de concentrations croissantes de dopamine sur la libération in vitro de LHRH &
partir de I"éminence médiane (rostral MBH) et de la lavre dorsale de la tige (coudal MBH)
(Rotsztejn et al,, 1977),

directs (BROWN et al., 1976). Ces récepteurs paraissent stéroide-dépendants; leur effet ne
peut &fre mis en évidence que chez des animaux entiers ou prétraités par des stéroides
(ROTSZTEJN et al., 1977). Ceci pourrait expliquer les contradicitions subsistant dans la
littérature sur |'effet de lo dopamine sur la sécrétion de LH; des effets inhibiteurs de cette

amine ont en effet été¢ obtenus, mais presque exclusivement chez des animoux castrés (BECK

et al,, 1977).

IV, Conclusions

Les techniques de fractionnement subcellulaire présentent ainsi un grand intérét. Elles con-
stituent une méthode de purification d'extraits de systéme nerveux central; en effet, dans
une fraction synaptosomale, une proportion importante de protéines cytoplasmiques ou mem-
branaires se trouve éliminée.

Elles représentent un bon modale pour |'étude de la synth2se ribosomale des neuropeptides,

et surtout de |'étape de clivage de I'hormone & partir de son précurseur, Elles offrent en
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outre la possibilité d'étudier les effets différentiels de focteurs de régulation sur la biosyn-
thése et sur la lib&ration des neuropeptides. Enfin, elles permettent d'étudier la régulation

de la sécrétion de ces substances au niveau de la terminaison nerveuse, et donc de caracté-
riser des récepteurs et d'entreprendre des £tudes de pharmacologie cellulaire. Dans cet esprit,
le fractionnement subcellulaire ouvre un nouveau chapitre de |'étude de la régulation de la

nevrosécrétion au niveau cellulaire.

Les auteurs remercient Mademoiselle Marie-Christine SIMON pour sa précieuse assistance.
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