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L-ES TRANSFORMATIONS DE LA MOLrS=CULE DE CHOLESTlkROL 
IN VITRO-LEUR IMPORTANCE AU COURS DES, ANALYSES CHROMA- 
TOGRAPWI&UES 

J. R. CLAUDE ET J. L. BEAUMONT* 
GYOU# de Reckercltes SW 1’A tJ&oscldvose de l’INSE.RM, H@ilal Doucicaut, Paris (France) 

(Rc(;u le 13 juillct 1965) 

Les rnc!tl~ocles analytiques comportant un nombre important de manipulations 
(extraction, chromatographies, etc.) entrainent souvent une alteration de la molkule 
clue l’on desire etudier. Ce risque paratt important avec les stkols et plus particuliere- 
ment avec le cholest&ol (I-IAIS ET MYANTI, CLAUDE ET BEAUMONT~) qui, clans certaines 
conditions s’avkre assez instable. I1 est essentiel de conna?tre le plus precisement 
possible les clif8rentes causes de ces alt&ations afin d’essayer de les depister au tours 
des protocoles experimentaux et de les Bliminer, car il peut en resulter au moins deux 
sortes d’erreurs: (I) On risque d’attribuer aux molecules qui apparaissent un r61e 
metabolique, alors qu’il ne s’agit clue d’artefacts produits igz vitro. (2) Inversement, 
certains metabolites effectivement presents iqz viva en faible quantite peuvent Qtre 
detruits ou masques. 

La fragilite des molecules steroliques, sous l’influence d’un certain nombre de 
facteurs, est un fait asses anciennement connu: LIFSCHUT~~ en zgo7 clecrit un produit 
d’oxyclation du cholesterol, qu’il dGnomme “oxycholest&ol”, substance qui s’avera 
finalement non homogene. SCWULZE ET WINTERSTELN~‘~ en Igo4 et Igo6 Bvoquent 
l’alteration de ce m&me corps sous l’action de la lumiere. 

Deux des principales causes de cl&gradation, oxygbne de l’air, et irradiation, ont 
done Bte trbs t6t definies. 

(a) L’autoxydation du cholesterol par l’oxygene de l’air devait &.re tr&s Btudiee 
et les travaux de divers auteurs (BERGSTROM IST \VINTIZRSTEINER~-8; WINDAUS et aL9; 

MOSBACH et u,?.~~; PIESER ll; MENDELSOIIN et ‘aZ,lz) ont permis d’identifier un certain 
nombre de produits d’oxydation. Selon PRELOG ef al. la, il s’agirait des sterols suivants : 

701- et 7,3-hydroxycholestc5ro1, da-cholest&ne-3,5-dial, da’c-cholestadiene-7-one, 7-c&o- 
cholesterol; cholestane-3P,50z,6P-triol; 25-hydroxycholesterol, plus redemment isolesll. 
Cependant, il ne semble pas qu’au tours de ces experimentations, l’action de la lumi&re 
ait 8th eliminee totalement. 

(b) L’action des radiations a Bte envisagee d’une facon moins systematique, et 
c’est surtout l’effet possible des radiations ionisantes qui a Bte recherclk KELLER ET 
WEISS~~’ 16 ont observe un phenomene asset comparable a l’autoxydation sous 
l’influence des rayons X en l’absence d’oxygene, et CLE~O et nZ.ra l’attribuent a la 
formation de radicaux libres. Parallelement, DAUBEN ET PAYOT~’ ont mis en evidence 
une instabilite particuliere du cholesterol marque au 1% imputable selon eux & l’emis- 

* Avec la collabortction technique de Mlle M. GNTONUCCI et Mmo N, LEMORT. 
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sion de radiations au tours de la ddsintegration. Les produits form&s seraient alors 
(PIIEL~G et al. l3, DAUBEN ET PAYOT”) : 7e~- et 7@-hydroxycholestBro1, 7-c&o-cholesterol, 
cholestane-3jg,5ai6@triol, d~-cl~olcst~ne-3~,6/3-cliol, cholestane-3P,gcl-diol-6-one, d3’ b- 
cholestadi&ne-7-one. Mais ce n’est clue rckemment clue ACKER ET GREVE~* et surtout 
E-INS ET MYANTI ont insiste sur l’action des radiations lumineuses visibles. 

Ces donn&es sont d’autant plus importantes clue certains de ces sterols tels le 
7-l~ydroxycholestc5rol (HRSLEWOOD IQ; MAC PHILLA~MYZ~; HARDEGGER et aZ.21; WINTER- 
STEINER ET RITZMANN~~) ; 7-c&o-clzolestckol (PRELOG et aL,13) ; A31 “-cholestadiene- 
?-one, cholestane-trio1 (PRELOG et al.?“) ; etc, ont 8te retrouv& clans le serum ou les 
tissus de certaines especes animales, ou encore clans des fragments d’art&es athero- 
mateuses, L’opinion qui prevaut dans ce domaine (13~~4~0~23; BERGSTRO@) est de 
consid5rer comme probable leur existence r&elle, en tant qu’intermediaires dans le 
metabolisme du cholest&ol. 

11 reste en fait un grand nombre de points % prkiser, et en particulier: 
(I) L’influence Bventuelle des operations analytiques, des radiations lumineuses 

et des conditions de conservation sur le cholestdrol normal, non marque isotopique- 
ment, extrait des milieux biologiques, ou sur du cholestdrol pur de rBf&ence. 

(2) La nature des principales molecules formdes (dans le cas oti l’action de l’un 
des facteurs pr&Sdents se trouverait confirmee), et leur rapport avec les substances 
procluites au tours de l’autoxydation et avec les st&rols trouves clans certains milieus 
biologiques en faible quantitk 

(3) La sensibilite 2~ la degradation des formes esterifiees du cholest&ol. 
Le but de ce travail a Bte d’apporter sur ces points un certain nombre d’infor- 

mations suppldmentaires et aussi de parfaire un protocole analytique excluant ou 
contrblant le plus possible les risques d’artefacts au tours de 1’6tucle du cholestk-ol et 
de ses proches cl&-iv& clans les milieus biologiques. Certains de nos resultats ont Btd. 
brievement expos& clans une note pr&liminairee. 

On a op&e sur cles pools de serums issus d’individus normocholest&oldmiques. Le 
sang est prelev& le matin a jeun sans anticoagulant, immddiatement centrifugd et trait& 

Le cholest&ol* de reference utilisd dtait toujours homogene d’apres les tests 
chromatographiques en couche mince et en phase gazeuse. 

Isolement des fractiom st&roZiqates da.4 +WG 
On prepare un extrait lipidique purifie que l’on fractionne par chromatographie 

sur colonne d’acide silicique dans les conditions indiqudes dans un travail anterieursa. 

Ddterminatio~~ de la com$osition dcs fractions stkroJiqucs issues cZe la chYo~~atogra$&ie 
SUY COlO??m? 

Elle est rdalisee a l’aide de deux groupes de methodes. 
(a) Pay chyomatogya~hie SZCY comlze d’adsorbants. Chromatographie en couches 

minces (CCM) d’acide silicique o,u d’acide silicique impregne de nitrate d’argent selon 
des protocoles deja d&zrit@. 

* Cholcstdrol Merck, Darmstadt. 
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Chromatogrsphie prdparative sur couches dpaisses (CCE) d’acide silicique de 
o.7 mm. Ces couches g&&element employees en fonction des resultats fournis par la 
CCM, permettent la s4paration de 1000 a 5000 fig de sterols totaux, et d’isoler ainsi 
des quantites de st&ols mineurs ncttement plus importantes clue par CCM. Les spots 
correspondants sont alors r&cup&& par grattage et Blues par un solvant adcZquat. 
hpr&s concentration sous vide, le residu peut alors Btre caracterise par CCM ou par 
chromatographie en phase gazeuse (CPG) . 

Quelle que soit 1’8paisscur de la couche utilisee, les solvants suivants sont plus 
specialement employes : Benzene* -acetate d’&hyle* (BAE) (9: I, v/v) ; benzene- 
acetate d’&hyle (2: I, v/v) ; benzene-a&ate cl’&hyle (I : 2, v/v) ; toluene-acetate 
d’&hyle (TAE) (9: I, v/v). 11s permettent generalement une tres bonne separation des 
st&ols possedant des groupements hydroxyles ou c&oniques sur les noyaux A et B, 
et en particulier celle du 7~ et du 7P-hydroxycholestBro1 (Tableau I). 

TABLEAU1 

Rfi- DES STIkROLS ISOLlk PAR cchz DANS DIVERS SOLVANTS: CARACTl?RISTIQUES DE LA R$V$LATION 

Solvants Re’v~lations 

BAE g:r BAE 2:~ BAEr:z TAE g:r SbCE, Acide $hos#ho- 
molybdiqace 

Cholestdrol 0.3s 0.66 o-79 0.41 violet + 

7a-ECyclroxycholcstArol 0.035 0.19 0.36 0,045 blcu 7/3-HyclroxycholcstBrol 0.035 0.22 0.43 0.045 bleu : 
29Wyclroxycholestdrol o.og 0.38 0.65 0~14 bleu gris + 
d~~~-Cl~olcstacli&1e-7-onc 0.76 0.96 I 0.67 jaunt brun + 

(clisparait en 
24 11) 

d~~0-Cl~olcstacli8nc-3-onc o.s4 I 0.50 jaunt brun + 
(clisparait en 
24 11) 

, 

7-C&o-cholest&ol 0.85 0.98 I 0.77 violet 
Cholestanc-3@,5a,G@triol 0 0.03 0.15 0 brun 

La revelation est obtenue par pulwkisation: soit d’une solution chloroformique 
saturee de trichlorure d’antimoine soit d’une solution ethanolique d’acide phospho- 
molybdiquc & 10 YO (sterols hydroxyles). 

Les esters du cholesterol sont &pares sur couche silicagel impregne de nitrate 
d’argent en solvant hexane’-benzene’ I: I selon la technique de GOODMAN ET 

SWIRRTORP et rc!wc%% par pulverisation d’acide sulfurique & 50 %, 
(b) Par chronzalografihie elz $hase gazczm: Elle est appliquee &ux fractions eludes 

& partir des CCE, Bvaporees sous vide en micro-tubes r6des. Les dilutions pour l’in- 
jection sont faites dans du sulfure de carbone* * a l’aide de micro seringues Hamilton. 
L’appareil utilisd est du type Aerograph GooC.& detecteur a ionisation de flamme avec 
l’azote comme gas vecteur, employ6 sous des clrSbits de 35 a 55 ml/min. Deux types de 
colonne ont 8th ,retenus: Une colonne de 5 pieds x 2 mm en inox de phenyl methyl 
silicone (SE 52) & IO o/o sur chromosorb \V So-100 mesh law5 aux acides; temperature 

* Merck, Darmstaclt. 
** Prolabo. Paris. 
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du four : 260°, temp&ature de l’injecteur : 275 O ; une colonne de 5 pieds x z mm en 
inox de cyano silicone a 3 o/, sur gaz chrom 2 (trait8 au dimethyl chlorosilane) 100-120 

mesh; temperature du four 210°, tempbrature de l’injecteur 260~. 

RtiSULTATS 

On a &Audi& respectivement : 

(I) L’action du protocole analytique lui-mGme en dehors d’autres parametres 
en operant sur du cholesterol de reference, a l’abri complet de la 1umiGre. 

(2) L’activit& des radiations lumineuses sur les fractions libres et esterifiees du 
cholesterol s6rique soit immddiatement apres isolement par chromatographie sur 
colonne, soit apres conservation & l’etat set dans des conditions variables. 

‘(3) L’influence de la conservation du cholest&ol au. sein du serum lui-meme, et 
du cholesterol de reference en solution dans un solvant organique. 

Cette etude ne pouvait Qtre realisde autrement que sur du cholesterol pur, test& 
pr&lablement, et ddpourvu d’impuret8s steroliques. 

” Pour cela, une quantite determinde de”cholest&ol est trait&e exactement comme 
un serum et entierement A l’obscurite pour ne pas fausser cet essai par l’action d’un 
param&tre Bventuellement actif. Une partie aliquote est &par&e apr&s l’extraction 
et est directement soumise a l’analyse par CCM. Le reste subit cette analyse apr&s 
passage sur colonne G’acide silicique. 

Toutes les op6rations sont menees en reduisant au maximum l’action de l’oxy- 
gene de l’air et toute phase d’attente des Bchantillons est r6alisee sous vide ou gaz 
inerte (azote) pour 6viter l’autoxydation. Cette expkimentation a permis de degager 
les notions suivantes : 

(a) Les solvants utilises pour les operations analytiques doivent toujours pr& 
senter un haut degr& de purete. L’Bther Qthylique en particulier peut provoquer 
d’importantes alterations s’il n’est pas rigoureusement exempt de peroxydes. 

(b) Les agents adsorbants, Kieselgel”, et surtout acide silicique” * utilise pour 
la chromatographie sur colonne sont capables clans certaines circonstances de d& 
grader la molkule de cholesterol. 11 semble tr8s probable que cette action soit due a 
une adsorption de vapeurs ou de substances oxydantes lors d’un stade quelconque de la 
preparation, de la conservation ou de l’activation de l’adsorbant. Ces alterations sont 
toujours &it&es en prenagzt de grmdes pre’cazctiom techniques (preparation extem- 
poranee, desiccation en Btuve reservee & cet usage, ddshydratation complete des 
plaques). Ces conditions d’en@loi des adsorBartts NOZCS ow? &zra essentielles. 

(c) Tout le matdriel, verrerie notamment, doit 6tre trait& par le melange sulfo- 
chromique et subir ensuite de nombreux et soigneux rincages & l’eau distillde, puis 
avec le solvant organique que le recipient est appelb a contenir. 

‘(cl) Les solvants .des cuves Q chromatographie doivent &re changes trQs fr& 
quemment, et il paraft prefkable d.e les renouveler quotidiennement. 

Si ces conditions.op&atoires sont respectGes, il appara2t que ni l’extraction, ni les 
chromatographies ne sont capables, a l’obscurit& d’alterer la mol&ule de cholesterol. 

* Kiesclgel, Merck, Darmstadt. 
* * Acidc siliciquc, Mallinclrrodt, IOO mesh. 

J. ,ClrromaZog.. 21 (zg66) .x89-20x 
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Si elks ne le sont pas, on peut voir appara2tre divers types d’arWacts, qui, par chro- 
matographie en couche mince d’acide silicique en BAE (9: I), se cl&inissent ainsi : 

Une bancle trQs fluorescente en lumiere ultra-viol&to non color&e par letrichlorure 
d’antimoine, de RF voisin de 0.60. 

Une serie de t&s fines bandes diversement colorables par “SbCl,, de Rl;l variant 
entre 0.65 et O.&O. L’une d’elles peut &re color&e spontanement en jaune’ orangh, et 
elle vire au rose sous l’action du revelateur. 

Un spot violet par SbCl,, de RF o.gg. 
Deux de ces produits d’alterations s’averent superposables par CCM et CPG 

au 7-c&o-cholest&ol (Tableaux I et II) et & la d 3, kholestadi&ne-7-one. 11 n’apparait 
pas dans ces conditions de 7- ou de z,+hydroxycholesterol, a moins que l’ether Bthylique 
.renferme des traces de pBroxydes. 

Z’ABLEAU II 

TEMPS DE R$TENTION IZN MINUTES DE DIVERS STiiROLS SUR COLONNES DE PNkNYL M$THYL SILICONE 

h IO Ok, ET DE CYAN0 SILICONE h 3 oh DANS LES CONDITIONS INDIQUlhS DANS LIZ TEXTE 

Nature dc la colonne 

SE-p! (IO yo) Cyan0 silicom 
(3%) 

Cholest&ol 34 
7-H,yclroxycholestQrol 
d31G-Cholestadienc-7-onc Gz d”10-Cholcslscdi3ne-3-onc 50 

7-C&o-cholestOro1 4= 
Cholcstsne-3~,5a,GB-triol 94 

30 
IO 

43 G8 

36 
- 

(2) IsjJueme des radiatiom Zuminezcses 
On a envisag6 sur des pools de serum imm&diatement trait& : (a) L’action de la 

lumiere au tours des operations analytiques (extraction, chromatographies), (b) Son 
r81e sur les fractions steroliques libres ou esterifiees isolees par chromatographie sur 
colonne et conserv&es a l’btat d&w&he ‘en prksence ou en l’absence d’oxyg&ne at- 
mosph&ique. 

Pour cette Etude, un pool de s&urn a et& divisd en deux parties &gales, traitees 
simultanement, l’une a la lumiere du jour, l’autre a l’obscuritk Apr&s s&paration par 
chromatographie SUP colonne des fractions libres et esterif%es, chacune de celles-ci :: 
4th diviske en 5 Bchantillons dont la destinee a 8t8 la suivante: analyse chromato- 

” graphique immediate & la lumiere et’ & l’obscurite; conservation & la lumi&re sous 
azote; conservation & la lumiere en presence ci’air ; conservation & l’obscurite sous 
azote ; conservation & l’obscurit9 en presence :d’air. 

La source lumineuse constant& etait un tubefluorescent U 20 & 30 cm duquelles 
‘cSchantillons furent plac&. Les tubes destines B $tre conserves en l’absence d’oxygene 
btaient tout d’abord soumis B un ,vide pouss& et de l’azote t&s pur, sous pression, 
introduit ensuite. Toutes les fractions ont 8tB conservees a 1’Btat set, apr&s Evaporation 
du solvant. Une’ analyse ‘chromatographique a 6te pratiqu&e apr&s 4 et 7 jours, de 
conservation avec ou sans irradiation, sur chacun des Bchantillons. 

J. Chromatog., 21 (x966) x89-zos 
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11 a alors et8 possible de mettre en, Bvidcnce les faits suivants 
(a) La prdsence ou l’absence de lumiere n’a pas d’action sur les st&ols, ni au 

tours de la chromatographie sur colonne, ni au tours de l’analyse par CCM. 
(b) L’irradiation lumineuse des dchantillons conserves 2t 1’8ta.t set engendre 

d’importantes modifications, clue le cholesterol soit sous forme libre ou estc!rifSe, clue 
l’oxyg&ne soit p&sent ou absent. 

(c) Aucune modification ne peut par contre Btre sign&e lorsque la conservation 
s’effectue a l’obscurit6 en pr&ence ou en l’absence d’oxygene. Ces faits sontz objectives 
par les Figs. I et 2, reprckentant les chromatogrammes obtenus apres 4 jours de 
conservation dans les conditions relatees. 

La nature des sterols form& par irradiation a pu &re en grande partie de- 
terminee : 

(a) Le cholesterol libre donne naissance principalement 21. 3 deriv& hydroxyles 
qui sont le 7whydroxycholest&ol (qui parait Btre le plus abondant), le 7P-hydroxy- 
cholestckol et le zg-hydroxycholest6rol. La caracterisation de ces d&iv& a pu Qtre 
obtenue par CCM (Tableau I et I;.ig. 3). Aprbs mise en evidence par cc dcrnier proc6dr5, 
la totalit des fractions interessees a et& depos8e selon 2 spots lin6aires sur des couches 
dpaisses preparatives. de silicagel. et soumises & chromatographie en BAE (I : 2). L’une 
des deux bandes &it alors revelee (Fig. 4), et les regions de l’autre bande cor- 
respondant aux zones color&e& ont et6 rckuFdr8es Bluees, et caract&isees par CPG 
(Tableau II). 

(/3) Le cholesterol &t&if% su.bit Bgalement la photolyse (Fig. z) sans clue la 
liaison ester soit pour cela hydrolysee. Les produits form&s correspondent & des esters 
de 7a-, 7p- et z+hydroxycholesterol. Ici encore, il a 6te fait appel & la caracterisation 
et a la separation par chromatographie preparative en couche Bpaisse, les zones & 

‘(, ! gag, : t,, ;‘6pw.tit;~T,;fie. & ‘coUch& 
1 de 6 

gtiuchc) ‘bt lib&s (les 2 spots’ de dr&e) de &brols issusydU s&u 
l’obscuritb 51 I’btaC sec. Solvant : bcnz&nca&ate d’bthyle (g : I 

ractions cst&ifidcs (les 4 spots de 
m humain, et conserv&s 4 jours B 
v/v). RBvOlation avec SbCI,. 

J. Cliromaato.g., 21 (196(j) 18g-201 
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Fig.,’ 2. ChromaJ%graphi&’ &I cokhes, rnincdk de’ &&xgel be :ftacti&s I, estfkifides (les 4 .sp&s 
gauche) et libres (les 2 spots ,dc droitc) de stdrols issus’ du s&km hknai n et conservdcs 4 jours & 
lumi&rc $ l’btst sec. Solvnnt : bendme-w&ate cl’&hyle (9 : I v/v). R&VI dlation avcc SbCl,. 

Fig’.’ 3. Ca&ct&isation par CCb’s a&i &~~~l~‘ $$J&~&~ $i&$ :d~“~~ole$t&ol libre s& 

lyse. De gaucho & clroitc : ,cholestOrol~ -I- 7/3-hyclroxycholestbrol &don ; fraction lib 
skiquc expos+ 7 jours .A la lumibrc ; meme fraction conservde B l’obscuritr5; m 
7/%hyclroxycholestbrol, 25-hyclroxycholcst&ol et cholest&ol &talon, Solvant : 
cl’dthyle (I : 2) ; r&&lateur: SbCI,. I = 7a-Hyclroxycl~olestOrol; z F jfi-hydroxy 
q+hyclroxycholest&ol; 4 = cholest&ol. 

dque par pho ItO- 

Ire clu cholestf? :rol 
k5lange .cle 705 et 
benzke-a&t ate 
~cholcst&ol ; 3 =: 

de 
la 

J. Clwomatog., 21 (1966) 18g--201 
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~oma.tographic, prf$pars 
cholest6rol libre extrait du ,&tiiri. , 
Olu~e au nivcau dcs zdnes color6cs. Solvant :’ bcnz+e-+&%te 
Fig. 3. : 

*’ ,. 
cage1 des 
me par Sb( 
d’bthyle 

prodi uits de photolysc dti 
Zl,; la bande de gauche CSl; 

(x:2). I-4 Cl omme dan! s lc 

.-. . ..y.. ,,,., ,A*, ,,I .( ,,, 

cholest8rbl,csW~r~fi8 ektriii:dti 
:l~e:‘~palsse:‘~le~‘~~~i~~$el ‘t 

s&um.‘La bande dc’droite est r&v&l& 1 
est. rc%+lbe p~rtibllemenl et les r0gi&ns~ correspond&t atw zbncs c 
+enz&ne-ac&?Ce d’bthylc ‘(cj : I). c '. ",' 

des : produits de phc DtOlyS 

?ar’ SbCI,; la bande de gi 
0lorOes sqnt Bluf2es * Soli 

,’ 

;e du 
tiche 
rtint : 
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Fig; 6. Chromatogrsphie sur ccuchd’mince ‘de silicagel irnpiegne de nitrate d’argcnt des fractions 
cstdrifi&x du cholestkol extrait du serum, conservees. & l’obscurite et & la ,lumi&re. De gauche S 
droitc : palmitate de: cholcst&ol &talon : fractions est&$i6es conservdes 7, jours B la 1umiQre (seul 
persiste le spot d’estcrs d’acides gras sstui6s) : fractions estOrifiees conservees a l~bbscurit~; oldate 
ct palmitatc de cholcst&ol Otalon. Solvant : hexane-benzene (I : I). RBvelation avec 50 O/’ I-L&30,. 

,. 

6luer &ant protdgees de la revelation par une plaque cle verre. Trois bandes sont alors 
s&par&es en BAE (9: I) et color&s en bleu par r&&.tion au trichlorure d’antimoine 
(Fig; 5). Leur RF est respectivement de 0.65 ; 0.70,; 0.78. Ces zones sont Blur%s,’ sa- 
ponifiees et les sterols lib&& caracte&k comme precedemment par CCM et CPG. 
Cette degradation des esters du cholesterol, qui & notre connaissance, n’avait pas 
encore 8t8 signal&e igz v&o, a pu 6tre precisee par analyse chromatographique selon 
la technique de GOODMAN 20. Les 1 premiers esters subissant la photolysc sont 4 ceux 
correspondants aux acides gras l&s .plus insatures. Au ‘tours du de,veloppenient du 
processus .d’irradiaCion, on assiste rapidement & une importante diminution de l’ester 
linole’ique du cholesterol puis ensuite a’celle ‘de l’ester ol&que; Apres 7 jours d’irra- 
diation, le linoleate et l’oleate de. cholesterol ant. pratiquement disparu ‘comme le 
montre la Fig, 6. Par contre, les esters d’acicles gras satures paraissent fort peu at- 
teints par la photolyse. 

Ces transformations de la molecule de cholesterol ne semblent pas, en outre, 
devoir s’arr@er 13.. Leur Etude n’a pas Bte poursuivie plus avant; le,but de ce ‘travail 
&ant autre; ,NBanmoins, il a 8tB possible de mettre’ en evidence, au tours d’examens 
ul.tdrieurs de. ties fractions irradiees, d’autres sterols’, absents lors ‘des premieres 
investigations;‘Deux ont 8t8 caracterises : ‘ce sont le.7-c&o-cholesterol, et le cholestane- 
3/3,5a,6@triol (Tableaux I et II). En accord avec HAWET MVANT~ il est tout ,a .fait 
probable Bgalement qu’il se, forme des d&rives acides. 

J. Clrromatog., ZI (IgGG). ISg-201 
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(3) .7m$?uence de la conservation SW Ze shwn eon tra@ 
Un pool de serum est divise en 4’ parties Bgales dent les destindes ont (5te les 

suivantes: traitement immediat, conservation 24 h a 37”, maintien 7, jours & +4” ; 

maintien 7 j ours h. -2oO. l?arall&lement, une solution de cholesterol dans le chloro- 
forme & 12.5 mg/ml a 816 stockee et trait&e dans les mQmes conditions. 

Les rdsultats suivants ont (St6 mis en evidence : 

(a) La conservation & t-4” et ‘a -20~ ne fait pas apparaitre dans le serum ou 
dans la solution de cholesterol de reference d’anomalies majeures : il ne se forme pas 
notamment de stdrols plus polaires clue le cholesterol. Neanmoins, il semble que cette 
conservation soit susceptible de donner naissance & la zone fluorescente que nous avons 
deja signalee, de RF 0.60, qui ne doit plus correspondre & une molecule B structure 
sterolique classique puisqu’elle ne se colore plus par les reactifs des sterols, 

(1~) La conservation a 37” 24 h est beaucoup plus efficace comme on pouvait s’y 
attendre: on constate l’apparition dans le serum, comme dans le cholesterol de r& 
ference, des mQmes art&facts qui sont observes au tours de l’etude de l’influence du 
protocole analytique. En outre, il Se forme aussi clan’s le serum mais non dans la 
solution pure de petites quantites de 701- et 7/%hydroxycholestcSrol auquel on pourrait 
dans ces conditions attribuer une origine enzymatique. 

COMMENTAIRES 

(I) Les operations analytiques classiques : extraction par solvant et cl~rom.ato- 
graphie sur colonne d’acide silicique par exemple., sont capables de donner naissance 
& des artbfacts si certaines precautions ne sont pas respect&es, et ceci mQme en l’ab- 
sence de lumi&-e. Certaines des molecules form&es ont pu 6tre identifiees (7-c&o- 
cholesterol, 43’kholestadi&ne-7-one) et il est important d’indiquer que la plupart 
d’entre elles paraissent exister reellement au sein du serum sanguin, en accord avec 
certains travaux anterieurs l3~ 17. Dans ces conditions, il semble nkessaire au tours de 
l’analyse d’un. milieu biologique determine de s’assurer toujours de la qualite des 
opkations realisees. Pour cette raison, on ne devra considerer comme valable que les 
protocoles’ou, parallelement A l’analyse du milieu considere, un traitement analogue 
aura, et& applique ?L du cholestkol chromatographiquement pur en utilisant le m&me 
materiel, les .memes r&&ifs’ le mQme lot d’acide silicique etc. On comparera i la fin 
des operations-par CCM et CPG, ce cholesterol trait& & du cholesterol non tra2td. 

(2) ‘Cornme HAIS ET MYANT~ l’ont signal& la conservation du cholesterol en 
solution pure, ou encore sous forme de combinaison soluble, dans leserum, n’est pas 
tr&s favorable aux processus d&!gradatifs quels que soient leurs origines. L’hypothese 
d’une protection par absorption ,de radiations actives par le solvant a et& avancee. 

(3) Par contre, l’action de la lumiere sur des fractions steroliques conservees & 
l’etat set est intense, et elle a 618 obtenue au tours de ce travail sur du cholesterol non 
radioactif & l’inverse de la plupart des travaux prcSc&dentsl’17. 

Les molecules ~form&k sous .l’action de l’irradiation lumineuse ont pu $tre 
identifiees et elles ont 8tB trouvees analogues a. cell& reconnues par ‘BERGSTROM ET 
WINTERSTEINER%‘, au tours de l’autoxydation du cholestkol en solution colloldale en 
pr&ence d’un exces ‘d’oxygene. Or, les transformations .observees ici ne paraissent pas 
necessiter la prksence d’oxyghne tout au mains’ sous forme gazeuse. La photolyse est en 
effet obtenue sur des fractions s+.ches conservees sous ‘azote, et elle’n’a pas ‘lieu. A. 
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l’obscurite en pr&ence d’oxyg&ne. Seule la lumiere paraft done avoir une importance 
pr8ponderante. NQanmoins, il est possible que’le donateur d’oxygene soit l’eau encore 
pr&ente a l’etat de traces dans les extraits lipidiques d’origine biologique. 

11 doit exister .donc un mkanisme physicokhimique general au sein duquel 
l’autoxydation pourtant tr& classique, n’est qu’un cas particulier’ qui conduit a la 
transformation de la mokule de cholesterol en des produits qui sont Bgalement 
analogues B l’anciea “oxycholest&ol” dkrit par LLPSCHUTZ en 19073, 

(4) La mise en Evidence d’un ph&nomene comparable au niveau des sterols 
estdrifies prdsente d’autant plus d’int&& clue la particuliere sensibilitk des esters 
d’acides gras insatures (linoldate, par exemple) a pu Qtre montree. 11 est important de 
rappeler ici le r61e supposc5 du 7-hydroxycholesterol en tant qu’intermediaire entre 
cholesterol et acides biliaires, et l’hypothese de la degradation prefdrentielle dans 
l’organisme du linol&ate de cholesterol vers le 7-hydroxycholesterol (BoYD~‘), En 
fonction des resultats obtenus au tours de ce travail, il semble qu’il faille Qtre t&s 
circonspcct quand S la realit physiologique d’un processus qui para& se realiser si 
I acilement in vitro. 

CONCLUSLONS 

La mokule de cholesterol est capable de subir, au tours des operations physico- 
chimiques classiques mises en oeuvre pour son isolement des milieux biologiques, un 
certain nombre~d’alt&ations. La lumiere possede Bgalement une action indiscutable, 
et le present travail nous a permis de le confirmer sur du cholesterol non radioactif, 
issu des milieux biologiques, sous forme libre et esterifiee. Les ‘principaux produits 
form& ont et6 identificis a des sterols dihydroxyles. 

Deux consequences de grand intBr& paraissent devoir 6tre degagees: 
(I) Les probl8mes de m&hodologie Sent essentiels a l’analyse des sterols, et nous 

pensons avoir inclique dds conditions permettant, en appliquant certaines,pr&zautions, 
d’eviter au maximum les risques d’altciration. De plus, et bien que l’action de la 
lumiere ne soit pas apparue durant les operations analytiques elles-meme, tant que. les 
sterols sont en solution, il semble p&f&able d’adjoindre la precaution suppl&mentaire 
de s’en prdmunir constamriwkt. 

(2) La formation aisle de 7a- et 7/3-hydroxycholesterol sous l’action des ra- 
diations lumineuses est particuli&rement importante puisque l’on considere ces sterols 
comme des intermddiaires m&aboliques essentiels (BoYD~‘, MENDELSOHN et aZ.r2) ou 
des constituants normaux des milieux biologiques (PRELOG et nZ.13; CARGLLL ET COOI@). 
En fonction des donn&es recentes et des elements que nous pensons avoir dGgag6, il 
para?t souhaitable que leur etude, ainsi que celles de certains autres sterols (d3’b- 
cholestadiene-7-one, trihydroxycholestane etc.)” soit precisee dans des conditions 
analytiques rigoureuses. 

R&SUMS? .: 

On a pro&d& a l’aicle de techniques analytiques faisant appel & la chromato- 
graphie en couche mince et & la chromatographie en phase gazeuse, B l’etude des 
alterations eventuelles de la molecule de choleSt&ol’squs l’influence : (I) des manipuli- 
tions classiques de biochimie (extraction, ‘chromatographie) et (2) des radiations 
lumineuses, et de divers modes de conservation. 
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Les resultats suivants ont et4 obtenus: 
(I) Le traitement analytique est capable d’engendrer des reactions de de- 

gradation du c.holest&ol. 11 y a formation dlun certain nombre de sterols parmi lesquels 
on a identifie le 7-c&o-cholesterol et le 439 Qzholestadiene-7-o&. 

(2) La lumiere altere beaucoup le cholesterol B 1’Bta.t set, sous Iorme libre ou 
esterifiee. I1 se Iorme alors du 7~; 7/3- et z5-hydroxycholesterol qui ant pli btre identi- 
fi&. I1 se forme Bgalement & partir des esters du cholesterol, des esters de ces stenediols, 
sans hydrolyse de la liaison sterol-acide gras. Les esters d’acides gras les plus insatures 
sont les plus degrades. 

(3) Au tours de la conservation ‘du serum ou de solutions ‘pures de cholesterol, 
les reactions de degradation paraissent beaucoup moins & redouter. 

Les consequences de ces phenomenes sont discutees. 
. 

SUMMARY 

The analytical techniques thin-layer chromatography and gas chromatography 
have been used to study possible changes in the cholesterol molecule under the in- 
fluence of classical biochemical manipulations (c,g. extraction, chromatography), 
as well as of light, and various methods of storage. 

*The following results were obtained: 
(I) The analytical treatment is capable of producing degradation reactions in 

cholesterol. A certain number of sterols are formed among which 7ketocholesterol 
and ‘d”* 54zholestadien-?-one have been’ identified. 

(2) Light has a great effect on choiesterol in the dry state, whether it is in the 
free form or esterified. In this case 7a-, 7/38- and 25-hydroxycholesterol have been 
identified among the products formed. Esters of these products are formed by photo- 
lysis’ of cholesterol esters whereby the sterol-fatty acid bond is not hydrolysed, The 
esters of highly unsaturated’ fatty acids are tlie most affected. 

(3) During storage.of serum or pure solutions of cholesterol these reactions ap- 
pear to be less likely, ’ 

The consequences of these Fhenomena are discussed. 
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