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Précipitation de fractions protéiques du sérum
par la chlorpromazine

Sacrifiant & un théme d’actualité (Interaction Pro-
téines-Médicaments), nous cherchions a étudier les moda-
lités de fixation, in vitro, de la chlorpromazine (largactil)
sur les fractions du sérum. Inspiré par la publication de
résultats contradictoires, ou non convaincants, obtenus
in vivol-7, ce travail nous a conduit a observer des phé-
noménes de précipitation qui ne nous paraissent pas
dénués d’intérét.

Méthodes. 1) Dosage des protéines totales an moyen de
la réaction du biuret (technique d’ARDRY?). 2) Electro-
phorése en cellule: appareil Striibin Fokal B; tampon
barbital acide barbital sodique (pH 8,6; force ionique 0,1);
dialyse pendant 24 h, & + 4°C contre ce tampon; vol-
tage, 250 V; ampérage, 20 mA; température, + 4°C
+ 0,05°C; durée de migration, 9000 sec; angle 45°;
coefficient d’agrandissement, 0,222. 3) Electrophorése
sur papier: appareil GROULADE®; papier Schleicher et
Schiill 2043 a Mgl; solution conductrice, barbital (pH 8,6;
force ionique 0,1); dépdt variable selon les fractions a
caractériser (5-10 ul pour les protéines, 40 ul pour les
glycoprotéines et les lipoprotéines); voltage, 110 V;
durée -de migration, 15 h; fixation par séchage sous
rayonmements IR. 3a) Estimation du 9%, des fractions
protéiques séparées aprés coloration par le Vert de
Lissamine et décoloration du fond papier d’aprés Gor-
RINGE®, lecture et intégration au Titromatic Quéré, sans
translucidation ni recours aux coefficients de correction.
3b) Approximation densitométrique du taux des glyco-
protéines aprés coloration PAS (GROULADE?) et du rap-
port lipoprotéines lentes (« LP 4 trainée ?#)/lipoprotéines
rapides (8 LP) aprés coloration par trempage d’une heure
dans I’éthanol & 50° demi-saturé A froid par le Noir Cérol
B (RAL Kuhlmann). 3c) Révélation de la chlorpromazine
par le réactif & I'iodoplatinate de potassium*' (décolora-
tion du fond papier par ringage & 1’ean). 4) Microimmuno-

d

Fig. 1. Electrophorése sur papier (cf. A). a: chlorpromazine seule.

b: mélange chlorpromazine + sérum humain. ¢: mélange chlorpro-

mazine + p-globulines humaines. d: mélange chlorpromazine + albu-
mine humaine,
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électrophorése (méthode de ScCHEIDEGGER!?); immun-
sérum de cheval anti-sérum humain normal de I'Institut
Pastenr mixte (223-306); témoin, sérum humain normal
ramené A isoconcentration en protéines; coloration des
protéines par I’Amidoschwarz et des lipoprotéines par
le Noir Cérol B (RAL Kuhlmann).

| protéino-
| grammes

-

z | lipido
| grammes

Tig. 2. Electrophorése sur papier (cf. B;). @, témoin; e, essai
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Tableau I. Résultats obtenus en électrophorése sur papier
Protéinogramme Glucidogramme Lipidogramme
témoin essai témoin essai témoin essai
% % % % %o
Albumine 54,8 27,1
Globulines-o, 4,4 54,9 13,9 33,9
Globulines-a, 11,5 9,9 30,7 21,8 aLP % 22 non
Globulines-§ 13,2 10,9 20,4 21,3 intégrable
Golbulines-y 16,1 24,3 7,9 23,0 BLP+1¢ 78
AlG = 1,22 1,27 BLP +tla 3,5
Tableau II. Résultats obtenus en électrophorése libre ° !
R e - -
% % TR R
Albumine 49,5 53,8
Globulines-o, 4,4 2,5 e
Globulines-o, 5,6 7,5
Globulines-o, 4,4 6,0
Globulines-£3, 12,3 10,0
Globulines-{3, 4,2 1,9
Globulines-y 19,6 18,3
L ]
AlG = 0,98 1,16
e
e
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Fig. 3. Electrophorése en veine liquide (cf. B,).

Résultats. A) Aprés incubation, pendant 11/, h, a la
température du laboratoire, de mélanges chlorpromazine-
sérum, y-globulines, albumine d’origine humaine, dans
les rapports substance organique-protéines totales respec-
tifs de 1/100, 1/80, 1/45, et électrophorése sur papier, les

Fig. 4. Contréle immunoélectrophorétique (cf. Bj). A, protéines;
B, lipoprotéines; o, témoin; e, essais.

résultats globaux suivants sont obtenus: Alors que la
chlorpromazine en solution pure migre vers la catode
(Figure 1a), elle se révéle au niveau des fractions sériques
de faible mobilité (Figure 1b), elle ne semble pas s’associer
aux y-globulines en conservant sa mobilité catodique
(Figure 1c), elle subit, sons I'influence de l’albumine, un
entrainement anodique, sans combinaison (Figure 1d).
B) Lors de l'augmentation des concentrations relatives
de la chlorpromazine dans le sérum, ce dernier subit une
évolution vers la précipitation. Dans les limites imposées
par une premiére expérimentation, I'observation la plus
significative correspond au mélange 1 partie de médica-
ment pour 10 parties de protéines totales (en poids). Sur
le surnageant de la centrifugation 4 6000 #/mn, pendant
15 min, succédant & une précipitation de 4 h & + 37°C:
B,) L’électrophorése sur papier (Figure 2), témoigne de la
disparition des «,-globulines révélées comme protéines et
glycoprotéines. Le lipidogramme marque une forte dimi-
nution du pourcentage des fractions rapides, une dispari-
tion quasi-totale des fractions lentes, avec rassemblement
sur la ligne de départ; le Tableau I rapporte les variations
quantitatives homologues; B,) En veine liquide, les modi-
fications électrophorétiques constatées (Figure 3 et Tab-
leau II) portent essentiellement sur les gradients « et §;
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B,) La révélation immunochimique des protéines (Figure
4a) et des lipoprotéines (Figure 4b) confirme la disparition
des protéines de mobilité directement inférieure a celle de
I’albumine et des fractions lipidoprotidiques.

Discusston-conclusion. Le premier groupe de résultats
n’autorise guére d’interprétation directe. Plus intéres-
santes apparaissent les données fournies par le second
groupe, car il n’est pas de contradiction formelle entre
les modifications du sérum dévoilées par électrophorése en
cellule, et celles que traduisent les deux autres techniques.
A coté d’une interaction lipoprotéines-chlorpromazine, il
apparait, dans les conditions décrites, une plus inattendue
précipitation de globulines-a,.

Les doses qui provoquent ces modifications différent
largement des doses thérapeutiques. Mais, pour donner
plus de poids a la notion de chlorpromazine (ou de phéno-
thiazine) comme réactif d’intérét biochimique, il faut
ajouter de sérieux arguments: précisions sur les para-
meétres de 'interaction, nature des liaisons formées, trans-
formations structurales, sélection dans la précipitation
des différentes protéines, applications éventuelles, etc.

A Protein Fraction in Locust Hemolymph
Associated with the Moulting Cycle

A number of studies have shown that hemolymph pro-
teins change during development in insects. Most of these
studies have been made on holometabolous insects,
especially on Hyalophora cecvopia'-?, on Drosophilad-5,
and on Culex*$, while only a few have been made on hemi-
metabolous forms?-?. STEINHAUER and STEPHEN’ noted
changes in blood proteins during the development of
Periplaneta using paper electrophoresis, while MISSELIJN,
KARCHER, DE KEYSER, and vaN SANDE ¢ studied the hemo-
lymph proteins of immature and mature hemipterans of
the genus T'riatoma by means of agar gels. More recently
CoLes?® has examined starch electropherograms of the
hemolymph of fifth instar and adult Rhodwius. In the
present investigation, which is concerned with the cyclical
appearance of one particular protein band in the electro-
phoretic pattern of the hemolymph of the locust, Locusta
migratovia migvatovioides (Reiche and Fairm.), horizontal
starch electrophoresis was used since this technique allows
much greater resolution. This protein fraction has been
found to be present in each of the instars during the de-
velopment of the locust, appearing immediately prior to
the moult and disappearing soon thereafter. No attempt
will be made to discuss the overall pattern of proteins
occurring in the hemolymph and their changes with de-
velopment since these will be covered in a future publica-
tion.

Methods. Locusts from stock provided by the Anti
Locust Research Council, were reared under the condi-
tions described by HUNTER-JoNEs™. Hemolymph sam-
ples were obtained by allowing the cut limb sockets of the
locust to drain directly on to 5 mm squares of Whatman'’s
No. 3 filter paper which were then inserted into the gel,
Zone electrophoresis of the hemolymph was carried out
in starch gels!!, the hydrolysed starch having been ob-
tained from the Connaught Medical Research Labora-
tories and prepared according to their directions. The
semi-discontinuous buffer system used was that of
Pourik!? as modified by FERGUsoN and WaLLAcE!S. The
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Ces problémes théoriques et pratiques font ’objet d’études
en cours.

Summary. In vitro, the mixture ‘Chlorpromazine-
human serum’ gives modifications of the lipoproteins and
the a-globulins. These modifications are studied by paper
electrophoresis, Tiselius-electrophoresis, and immuno-
electrophoresis. Under the experimental conditions de-
scribed, the selective precipitation of the «,-globulins
seems quite unexpected.

P.-C. THIERCELIN, B. QUINTARD
et J. SAINT-BLANCARD

avec la collaboration technique de
Mile A. Becat

Centre de Transfusion-Réanimation de I’ Avmée
«Jean Julliard», Division d’Hémobiologie du Centre
de Recherches du Service de Santé des Armées,
Clamart (France), le 29 novembre 1965.

pH of the buffer was 8.5 and a voltage gradient of 10 V
per cm was maintained across the gel for 3 h at a tem-
perature of 5°C. The gel was sectioned horizontally into
two equal portions each of which was stained for 3 min in
a saturated solution of Naphthylene Black 10B in
methanol-acetic acid-water!l.

Results. A total of 19 distinct hemolymph protein frac-
tions has been demonstrated during the development of
the locust, but the complete number has never been
found to be present in any one developmental stage (e.g.
in the early 3rd instar hemolymph, 11 bands occur). On
the whole the band pattern is fairly constant throughout
the locusts’ development until such time as the animals
become sexually mature!. The hemolymph band pat-
terns for the period prior to and immediately after the
second moult are shown in the accompanying Figure. Of
particular interest is band 14 which is absent in the inter-
moult period but which appears a short time prior to the
moult. It increases in staining intensity to reach a maxi-
mum at the time of moulting and thereafter decreases
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