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Concluston
Cholesteryl esters were separated into ﬁve well deﬁned fractions by TLC. Thelr

- fatty acid composition was quantitatively determined by GLC. It was found that
each fraction obtained only one major fatty acid, 16:0, 18:1, 18:2, 20:4 and 20:5,
respectively, which means that the separatlon ‘was only dependent on the degree of
unsaturation of the fatty acids. .
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CHROM. 3385

Délipidation totale des extraits plasmetiques contenaht les 17 cétostéroides
(dehydroeplandrosterone, androsterone. etlocholanolone)* '

Pour évaluer les 17 cetostermdes plasmat1ques, il est mdxspensable de les
séparer des lipides que contiennent les extraits totaux. Cette délipidation doit retirer
des quantités. 1mportantes de cholestérol libre et estérifié, ‘triglycérides, acides gras,
phospholipides et, éventuellement, dlb*ycendes et monoglycérides. Pour la réaliser
de nombreuses: méthodes ont été préconisées, qui ont toutes des inconvénients: la
partltlon entre solvants (p. ex.,r méthanol/eau 70: 3o-hexane 1:1) est fastidieuse et
laisse un.résidu 11p1d1que non neghgeablel—6 la -précipitation . 4 basse température
(—15°°) durant une quinzaine d’heures dans des mélanges complexes 4 base de métha-
nol-eau 9o:10%, 70: 308, 80:20° ne debarrasse qu’incomplétement les 17 cétostéroides
des lipides les accompagnant ; le recours 4. une purification sur colonne de florisil?0-12,
d’alumine!?-13, de silicagell®:1? ou d’Amberlite® ne résout pas davantage le probléme
et introduit, en plus, des pics artefacts dans la chromatographie gazeuse ultérieure?®;
le passage:de- l’extralt plasmathue 'sur: deux colonnes successives: cha.rgees d'un

*Travail du Groupe de Recherches sur 1’ Athérosclérose (INSERM), La.bora.ton'e du Prof
J. L. BEAUMONT, Hépxta.l Boucicaut, Paris 15e, France.
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support différent (Séphadex G 25 et acide silicique) n’aboutit pas davantage au degré
de pureté souhaitable du matériel & chromatographier??,

ANGELICO et coll.?0 ont préconisé récemment une séparatmn des 11p1des tissu-
laires et des stéroides par chromatographie en couche mince. Leur mode- opératoire
comporte toutefois deu:z miigrations successives: dans la premiére, les stéroides
restent sur la ligne de départ avec les phospholipides et, dans la seconde, pratiquée
- -aprés élution du premier chromatogramme, les 17 cétostéroides se séparent des
phospholipides.

“Dans le présent travail, nous avons étudié les conditions qui permettent de
séparer en un seul temps, par chromatographie en couche mince, les 17 cétostéroides
plasmatiques (dehydroep1androsterone (DHEA), androstérone, étiocholanolone) de
tous les constltuants lipidiques aprés les opérations d’ hydrolyse cla551ques

M atemel ‘
Appareil automatique d’étalement des couches minces Chemetron.

-Plaques en verre de 20 X 20 cm.
Silica Gel H Merck pour chromatographle en couche mince.
Hexane Merck. '
Ether éthylique Merck. .
Acide phosphomolybdique Merck.
Méthanol Merck.
~ Seringue Hamilton de 50 ul.
Générateur d’air, réglé 4 4 300 ml/min.
Cuve en verre de 21 X 2I X I2 cm pour contenir les chromatogrammes

Etuvea 110°

Méthode
Préparation des plagues. Les plaques sont degralssees soigneusement au methanol

ou au mélange méthanol-ether éthylique 80:20%, puis séchées.

.On ajoute au Silica Gel H une quantité du mélange méthanol-eau 1:1 telle que
100 g de Silica Gel H soit 1mpregne de 250 ml du mélange. Les plaques dont l'épaisseur
est de 0.7 mm sont laissées a 1’air 20 min puis activées duran‘t 1harro®

-~ On dépose I’extrait a délipider 4 1 cm du bord de la plaque et a une distance
de 4 cm de ce premier -dépodt, on dispose 20 ug de dehydroépiandl ostérone et d’etio-
cholanolone. L’extrait 4 délipider est solubilisé dans 50-4 100 ul de CHCla—methanol
9:1 et I'étalon, dans zo. ul du méme melange :

Les conditions idéales pour  déposer les . prodmts a chromatograpluer nous
paraissent étre les suivantes: la. plaque est. déposée sur une surface tiéde et a mesure
que l'on dépose les gouttes de solvant, on-favorise son évaporation par un léger
courant d’air, amene par une plpette Pasteur doublement efﬁlee, rehee él un generateur _
d’a1r ou.d’'azote. - ‘ : : : ~

" Chromatographie. Dans le fond de la. cuve . a: chromatograph1e, on dlspose la
phase mobile suivante: ether—hexane—-ac1de acétique 70:30:1, en quantlte telle que
la surface du liquide recouvre de 1 4 2 mm le silicagel de la plaque, ce qui correspond
aun volurne de 4 130 ml de solvant pour une. cuve dont les dimensions sont données
plus haut La mlgra’uon est.compléte en 35-40 min. Le Rp de la DHEA et de I’andros-
terone est de 0.33 et celui de 1’¢ tlocholanolone est de 0.22. v v .

»

J.-‘Clwamat‘o‘g., 34 (1968) 415418 | ol



NOTES ' 417

Révélation des étalons. Aprés séchage de cinq minutes sous:la hotte, on vaporise
sur la partie de la plaque contenant les étalons une solution d’acide phosphomolybdi-
que 4 10 % dans le méthanol. On peut aussi vaporiser la solution récemment préco-
nisée' par TREIHER et coll.?2l et comportant un mélange de m-dinitrobenzéne et de
bleu de tétrazolium en milien KOH aqueux. La sensibilité de cette méthode est
supérieure a celle de l’acide phosphomolybdlque (o. 5 ,ug/cmz) mais les reactlfs dmvent
étre fraichement préparés. CL

La partie du chromatogramme contenant les extralts plasmat1ques est protegee
par une plaque de verre. :

Elution. La zone correspondant aux etalons est grattee par une lame de rasoir
et la surface de verre ainsi mise 4 nu est rincée au moyen de petites parcelles de papier
filtre imbibé d’éthanol, de facon & récupérer les stéroides qui restent accrochés au
verre. La .poudre de silicagel et les morceaux. de papier filtre sont mis dans' 5 ml
d’éthanol ou d’acétate d’éthyle durant 10 min et centrifugés. On répéte 'extraction
A trois reprises. Le résidu d’évaporation ne contient plus aucune trace de lipides.

Présence d’artefacts d la chromatographie gazeuse. Sile Silica Gel H utilisé contient
des impuretés qui se traduisent par des pics parasites en chromatographie gazeuse,

Fig. 1. Déhpldatlon compléte des extra.xts pla.smathues contenant Tes 17 cétostéroxdes. (A) Sérum
normal enrichi par divers stéroides. (B) Sérum norimal. (C) Mélange d’ étalons de stéroides. (D)
- Ltalon. de, 11-céto- étmcholanolone. () Etalon de: déhydroépmndrostérone (F) Etalon d’étio-
cholanolone. (1) Esters du cholestérol. (2) Triglycérides et, 1égérement en ‘arriére, amdes gras. (3)
Cholestérol libre. (4) Déhydroépiandrostérone, A4-androsténedione, androstérone. . (5). ‘Etio-
cholanolone (6) 11- -Céto-étiocholanolone. (7) Phosphohpldes et, éventuellement, monoglycémdes. :

j Ckromatog 34 (x968) 415-—418
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on pourra s’en débarrasser par un lavage préalable, selon la méthode de MEYER ET
WHITEH, ou selon celle de REDGWELL ET BIELESKI?S3, :

Re.sulmts
Les résultats sont reproduits sur la Fig. 1. On y distingue les esters du cho-

lestérol (Rp 1), les triglycérides (Rp 0.72), les acides gras libres, (Rp 0.66), le cholestérol
libre (Rg 0.60), la déhydroépiandrostérone, mélée a l'androstérone et a la A%-andros-
ténedione (Rp 0.36), 1’étiocholanolone (Rp 0.30), la 11-céto-étiocholanolone (Rp 0.10)

et les phospholipides (Rp 0).
Les Rp des lipides et ceux des 17 cétostéroides sont assez dlfferents pour que

I’élution de ceux-ci soit faite avec une grande sécurité.
Un tel chromatogramme accepte le dépé6t, sur une longueur de 15 cm, d’'un
extrait plasmatique total qui peut contenir les lipides de plus de 2o ml de plasma.
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