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Pr6cipitation de fractions prot6iques du s6rum 
par la chlorprornazine 

Sacr i f i an t  5  ̀ u n  t h b m e  d ' ac tua l i t 6  ( In t e r ac t i on  Pro-  
t6 ines-M6dicaments ) ,  nous  cherch ions  5  ̀6 tudier  les moda -  
lit6s de  f ixa t ion ,  in  v i t ro ,  de Ia ch lo rp romaz ine  ( largacti l)  
sur  les f rac t ions  du  s6rum. Insp i r6  p a r  la pub l i c a t i o n  de 
r6su l ta t s  cont rad ic to i res ,  ou non  conva incan t s ,  o b t e n u s  
in  v ivo l -7 ,  ce t r a v a i l  nous  a condu i t  ~ obse rve r  des ph6-  
nombnes  de p r6c ip i t a t ion  qui  ne nous  pa ra i s sen t  pas  
d6nu6s d ' in t6r6 t .  

Mdthodes. 1) Dosage  des p ro t6 ines  to t a l e s  au  m o y e n  de 
la r6ac t ion  du b i u r e t  ( t echn ique  d'ARI)RYs). 2) E lec t ro-  
phorbse  en  cellule:  appa re i l  S t r f ib in  Foka l  B ;  t a m p o n  
b a r b i t a l  acide b a r b i t a l  sodique  (pH 8, 6; force ionique  0,1) ; 
d ia lyse  p e n d a n t  24 h, ~ + 4~ con t re  ce t a m p o n ;  vol- 
tage,  250 V;  amp6rage ,  20 m A ;  t emp6ra tu re ,  + 4~ 
• 0,05~ dur6e de migra t ion ,  9000 see; angle  45~ 
coeff ic ient  d ' a g r a n d i s s e m e n t ,  0,222. 3) E lec t rophorbse  
sur  pap ie r :  appare i l  GROOLADE0; pap ie r  Schle icher  et  
Schfill 2043 a Mgl;  so lu t ion  conduct r ice ,  b a r b i t a l  (pH 8,6; 
force ion ique  0,1); d6p6t  va r i ab l e  selon les f rac t ions  5  ̀
ca rac t6r i se r  (5-10 /A pou r  les prot6ines ,  40 /A pou r  les 
g lycopro t6 ines  e t  les l ipoprot6 ines) ;  vol tage ,  110 V;  
dur6e  .de migra t ion ,  15 h ;  f ixa t ion  pa r  s~chage sous 
r a y o n n e m e n t s  IR .  3a) E s t i m a t i o n  du  % des f rac t ions  
p ro t6 iques  s6par6es aprbs  co lora t ion  pa r  le V e r t  de 
L i s samine  et  d6colora t ion  du  fond  pap ie r  d ' ap rbs  GOR- 
RINSE ~~ lec ture  e t  i n t 6 g r a t i o n  au  T i t r o m a t i c  Qu6r6, sans  
t r a n s l u c i d a t i o n  ni recours  aux  coefficients de correct ion.  
3b) A p p r o x i m a t i o n  d e n s i t o m b t r i q u e  du  t a u x  des glyco- 
pro t6 ines  aprbs  co lora t ion  P A S  (GROULAI)E a) e t  du  rap-  
p o r t  l ipoprot6 ines  len tes  (e L P  + t ra in6e  t ) / l ipoprot6ines  
rap ides  (fl LP)  aprbs  co lo ra t ion  pa r  t r e m p a g e  d ' u n e  heure  
d a n s  l ' 6 t hano l  5  ̀50 ~ demi - sa tu r6  5. froid p a r  le Noir  C6rol 
B (RAL K u h h n a n n ) .  3c) R6v61ation de la ch lo rp romaz ine  
p a r  le r6act i f  & l ' i o d o p l a t i n a t e  de p o t a s s i u m  ~x (d6colora- 
t i on  du fond pap ie r  p a r  r in~age k l 'eau).  4) Mic ro immu n o -  

61ectrophorbse (m6thode  de SCHEIDEGGER12); i m m u n -  
s6rum de cheva l  an t i - s6 rum h u m a i n  n o r m a l  de l ' I n s t i t u t  
P a s t e u r  m i x t e  (223-306);  t6moin ,  s6rum h u m a i n  n o r m a l  
r amen6  5  ̀ i s o co n cen t r a t i o n  en  pro t6 ines ;  co lora t ion  des  
pro t6 ines  p a r  l 'A mi d o s ch w arz  e t  des l ipoprot6 ines  p a r  
le Noi r  C6rol B ( R A L  K u h l m a n n ) .  

Fig. 2. Electrophorbse sur papier (cf. B1). e, t6moin; e, essai 

Fig. 1. Eleetrophorbse sur papier (ef. A). a: ehlorpromazine seule. 
b: m61ange ehlorpromazine + s6ruln humain, e: m61ange ehlorpro- 
mazine + T-globulines humaines, d: m61ange ehlorprornazine + albu- 

mine humaine. 
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Tableau I. R6sultats obtenus en ~leetrophor~se sur papier 
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Prot@inogramme 

t6moin essai 

Glucidogramme 

tdmoin essai 

% % % % 

27,1 Albumine 54,8 54,9 33,9 
Globulines-a I 4,4 13,9 
Globulines-c~ 11,5 9,9 30,7 21,8 
Globulines-fl 13,2 10,9 20,4 21,3 
Golbulines-), 16,1 24,3 7,9 23,0 

A/G = 1,22 1,27 

Lipidogramme 

t~moin 

% 

o~ LP % 22 

fl LP + t 78 

fl LP + t/cr 3,5 

essai 

non 

int@grable 

Tableau II. R~sultats obtenus en 61ectrophor~se libre 

T6inoin Essai 

% % 

Albumine 49,5 53,8 
Globulines-~ 1 4,4 2,5 
Globulines-~ 2 5,6 7,5 
Globulines-cq 4,4 6,0 
Globulines-/~ 1 12,3 10,0 
Globulines-/~ 4,2 1,9 
Globulines-y 19,6 18,3 

A/G - 0,98 1,16 

I . 

t~moln 

essai 
0 Y flz ~1 c~ cx z ~ l  

\ 
A 

Fig. 3. Electrophor~se en veine liquide (cf. Ba). 

Rdsultats. A) AprSs incuba t ion ,  p e n d a n t  11/2 h, 5. la 
t e m p 6 r a t u r e  du labora to i re ,  de m61anges ch lo rp romaz ine -  
s6rum,  y-globulines,  a l b u m i n e  d 'or ig ine  h u m a i n e ,  dans  
les r a p p o r t s  subs t ance  o rgan ique-pro t6 ines  to t a l e s  respec- 
t ifs de 1/100, 1/80, 1/45, e t  61ectrophorSse sur  papier ,  les 

Fig. 4. Contr61e immuno61eetrophor6tique (ef. B3). A, prot4ines; 
B, lipoprotdines; o, t6moin; e, essais. 

r6su l t a t s  g l o b au x  s u i v a n t s  son t  o b t e n u s :  Alors  que  la 
ch l o rp ro maz i n e  en  so lu t ion  pure  migre  vers  la ca tode  
(Figure la) ,  elle se r6v~le au  n i v e a u  des f rac t ions  s6riques 
de fa ible  mobi l i t6  (Figure lb ) ,  elle ne  semble  pas  s 'assoeier  
a u x  7-globul ines  en c o n s e r v a n t  sa mobi l i t6  ca tod ique  
(Figure lc), elle subi t ,  sous l ' in f luence  de l ' a lbumine ,  u n  
e n t r a i n e m e n t  anodique ,  sans  c o m b i n a i s o n  (Figure ld) .  

B) Lors  de I ' a u g m e n t a t i o n  des c o n c e n t r a t i o n s  r e l a t ives  
de la ch lo rp romaz ine  dans  le s6rum, ce dern ie r  s u b i t  une  
6volu t ion  vers  la p r6c ip i ta t ion .  Dans  les l imi tes  impos6es 
p a r  une  p remiere  exp6r imen ta t i on ,  l ' o b s e r v a t i o n  la plus  
s igni f ica t ive  cor respond  au m~lange  1 pa r t i e  de m6dica-  
m e n t  pou r  10 pa r t i e s  de pro t6 ines  t o t a l e s  (en poids).  Sur  
le s u r n a g e a n t  de la c en t r i f u g a t i o n  5. 6000 t/mn, p e n d a n t  
15 min,  succ6dan t  5. une  pr@cipitat ion de 4 h 5. + 37~ 
B1) L'61ectrophor~se sur  pap ie r  (Figure 2), t6moigne  de la  
d i spa r i t i on  des  cq-globulines r6v616es c o m m e  pro t6 ines  et  
glycoprot6ines .  Le l i p i d o g r a m m e  m a r q u e  une  for te  d imi-  
n u t i o n  du p o u r c e n t a g e  des f rac t ions  rapides ,  u n e  d ispar i -  
t i on  quas i - to ta le  des f rac t ions  lentes,  avec  r a s s e m b l e m e n t  
sur  la l igne de d 6 p a r t  ; le T a b l e a u  I r a p p o r t e  les v a r i a t i o n s  
q u a n t i t a t i v e s  homologues ;  B~) E n  ve ine  l iquide,  les modi-  
f ica t ions  61ectrophor6t iques  cons ta t6es  (Figure 3 e t  Tab -  
leau I I )  p o r t e n t  e s sen t i e l l emen t  sur  les g rad ien t s  ~ et  fl; 
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t33) L a  r6v61ation i m m u n o c h i m i q u e  des pro t6 ines  (Figure 
4a) et  des l ipopro t6 ines  (Figure 4b) conf i rme  la d i spa r i t i on  
des pro t6 ines  de mobi l i t6  d i r e c t e m e n t  inf6r ieure  k celle de 
l ' a l b u m i n e  et  des f rac t ions  l ip idopro t id iques .  

Discussion-conclusion. Le p r em i e r  groupe  de r6su l t a t s  
n ' a u t o r i s e  gugre d ' i n t e r p r 6 t a t i o n  directe.  P lus  int6res-  
san tes  a p p a r a i s s e n t  les d o n n 6 e s  fournies  p a r  le second 
groupe,  car  il n ' e s t  pas  de c o n t r a d i c t i o n  formelle  en t re  
les modi f i ca t ions  du  s6rum d6v0il6es p a r  61ectrophorSse en  
cellule, e t  celles que t r a d u i s e n t  les deux  au t res  t echniques .  

A cot6 d ' u n e  i n t e r ac t i on  l ipopro t6 ines -ch lo rpromaz ine ,  il 
appa ra i t ,  dans  les cond i t ions  d6crites,  une  plus  i n a t t e n d u e  
p r6c ip i t a t ion  de g lobul ines-~v 

Les doses qui  p r o v o q u e n t  ces modi f i ca t ions  di f fSrent  
l a r g e m e n t  des doses t h6 rapeu t iques .  Mats, pou r  d o n n e r  
plus  de poids  B. la n o t i o n  de ch lo rp romaz ine  (ou de ph6no-  
th iaz ine)  c o m m e  r6act i f  d ' i n t6 r~ t  b ioch imique ,  il f au t  
a j o u t e r  de s6r ieux a r g u m e n t s :  pr6cis ions sur  les para -  
m~tres  de l ' i n t e rac t ion ,  n a t u r e  des l ia isons form6es, t r ans -  
f o r m a t i o n s  s t ruc tu ra les ,  s61ection dans  la p r6c ip i t a t ion  
des di f f~rentes  prot6ines ,  app l ica t ions  6ventuel les ,  etc. 

Ces probl~mes  th6or iques  et  p r a t i q u e s  fon t  l ' ob je t  d ' 6 tudes  
en  cours.  

Summary .  I n  vi t ro ,  t he  m i x t u r e  'Ch lo rp romaz ine -  
h u m a n  se rum '  gives modi f i ca t ions  of t he  l ipopro te ins  and  
t he  e-globulins.  These  modi f ica t ions  are s tud ied  b y  pape r  
e lec t rophores is ,  Tisel ius-e lect rophoresis ,  and  i m m n n o -  
e lectrophoresis .  U n d e r  the  e x p e r i m e n t a l  cond i t ions  de- 
scr ibed,  the  se lect ive  p r ec ip i t a t i on  of the  e l -g lobul ins  
seems qu i te  unexpec ted .  
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A Protein Fraction in Locust Hemolymph 
Associated with the Moulting Cycle 

A n u m b e r  of s tud ies  h a v e  shown  t h a t  h e m o l y m p h  pro- 
t e ins  change  du r ing  d e v e l o p m e n t  in  insects.  Most  of these  
s tud ies  h a v e  been  m a d e  on  ho l om e t abo l ous  insects,  
especial ly  on  Hyalophora cecropia 1,2, on Drosophila a-5, 
and  o n  Culex 4,6, while  on ly  a few h a v e  been  m a d e  on  hemi-  
m e t a b o l o u s  fo rms  7-9. STEINHAUER and  STEPHEN7 n o t e d  
changes  in b lood p ro te ins  d u r i n g  the  d e v e l o p m e n t  of 
Periplaneta us ing  pape r  e lectrophoresis ,  whi le  MISSELIJN, 
KARCHER, DE KEYSER, and  VAN SANDE 8 s tud ied  the  hemo-  
l y m p h  p ro t e ins  of i m m a t u r e  and  m a t u r e  h e m i p t e r a n s  of 
t he  genus  Triatoma b y  m e a n s  of aga r  gels. More r ecen t ly  
COLES 9 ha s  e x a m i n e d  s t a r c h  e l ec t rophe rog rams  of the  
h e m o l y m p h  of f i f th  i n s t a r  a n d  adu l t  Rhodnius. I n  the  
p r e sen t  inves t iga t ion ,  wh ich  is concerned  w i th  t he  cyclical  
a p p e a r a n c e  of one p a r t i c u l a r  p r o t e i n  b a n d  in t he  electro-  
phore t i c  p a t t e r n  of t he  h e m o l y m p h  of t h e  locust ,  Locusta 
migratoria migratorioides (Reiche and  Fai rm.) ,  ho r i zon ta l  
s t a r c h  e lec t rophores i s  was  used since th i s  t e c h n i q u e  allows 
m u c h  g rea t e r  resolut ion.  Th i s  p ro t e in  f rac t ion  has  been  
found  to be p r e sen t  in  each  of t he  ins t a r s  du r ing  t he  de- 
v e l o p m e n t  of t he  locust ,  a p p e a r i n g  i m m e d i a t e l y  p r io r  to  
t he  m o u l t  and  d i sappea r ing  soon the rea f te r .  No a t t e m p t  
will be  m a d e  to discuss t he  overal l  p a t t e r n  of p ro te ins  
occur r ing  in t he  h e m o l y m p h  and  the i r  changes  w i t h  de- 
v e l o p m e n t  since these  will be covered  in a fu tu re  publ ica-  
t ion.  

Methods. Locus t s  f rom s tock  p rov ided  b y  t he  A n t i  
Locus t  Resea rch  Council,  were rea red  u n d e r  t he  condi-  
t ions  descr ibed  b y  HUNTER-JONES 1~ H e m o l y m p h  sam-  
ples were o b t a i n e d  b y  al lowing the  cu t  l imb  sockets  of the  
locust  to  d r a in  d i rec t ly  on  to 5 m m  squares  of W h a t m a n ' s  
No, 3 f i l ter  p a p e r  wh ich  were t h e n  inse r t ed  in to  t he  gel, 
Zone e lec t rophores i s  of the  h e m o l y m p h  was car r ied  ou t  
in s t a r c h  gels n,  t he  hyd ro lysed  s t a r c h  h a v i n g  been  ob- 
t a i n e d  f rom the  C o n n a u g h t  Medical  Resea rch  L abo ra -  
tor ies  a n d  p r e p a r e d  accord ing  to t he i r  direct ions.  The  
semi -d i scon t inuous  buf fe r  s y s t e m  used was t h a t  of 
POULIK 12 as modified by FERGUSON and WALLACE 13. The 

p H  of t he  buffer  was 8.5 and  a vo l tage  g r ad i en t  of 10 V 
pe r  c m  was m a i n t a i n e d  across the  gel for 3 h a t  a t em-  
p e r a t u r e  of 5 ~ The  gel was  sec t ioned  ho r i zon ta l l y  in to  
two equa l  por t ions  each  of which  was s t a ined  for 3 rain in 
a s a t u r a t e d  so lu t ion  of N a p h t h y l e n e  Black  10B in 
m e t h a n o l - a c e t i c  ac id -wate r  11. 

Results. A t o t a l  of 19 d i s t inc t  h e m o l y m p h  p ro t e in  frac- 
t ions  ha s  been  d e m o n s t r a t e d  du r ing  t he  d e v e l o p m e n t  of 
the  locust ,  b u t  the  comple te  n u m b e r  ha s  n e v e r  been  
found  to  be  p r e sen t  in a n y  one d e v e l o p m e n t a l  s tage  (e.g. 
in  t he  ear ly  3rd i n s t a r  h e m o l y m p h ,  11 b a n d s  occur).  On 
t he  whole  the  b a n d  p a t t e r n  is fa i r ly  c o n s t a n t  t h r o u g h o u t  
t he  locus ts '  d e v e l o p m e n t  un t i l  such  t i m e  as t he  an imal s  
become  sexua l ly  m a t u r e  14. The  h e m o l y m p h  b a n d  pa t -  
t e rn s  for the  per iod  pr io r  to  a n d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  the  
second m o u l t  are  shown  in the  a c c o m p a n y i n g  Figure .  Of 
p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  is b a n d  14 wh ich  is a b s e n t  in  t he  in ter -  
m o u l t  per iod  b u t  which  appear s  a sho r t  t ime  pr io r  to  the  
moul t .  I t  increases  in  s t a in ing  i n t e n s i t y  to  r each  a max i -  
m u m  a t  the  t i m e  of mou l t i ng  a n d  t h e r e a f t e r  decreases  
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