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SUMMARY 

Quantitative separation of biokgical lipi& by successive chromatographic runs on 

juxtaposed this layers 

During a study on incorporation of “C-labeied precursors in biological lipids, 
we had to e!aborate a method of quantitative separation of lipid classes; based upon 
three successive chromatographic runs on juxtaposed thin layers. The first thin layer, 
on which the lipid extract is applied, consists of silica gel alkalised by means of sodium 
hydroxide solution. The second thin layer is constituted only by silica gel G. 

The three one-dimensional migrations are respectively carried out in the fol- 
lowing solvent systems: diethyl ether-hexane-benzene (55: 30: 15), hexane-benzene 
(80:20) and diethyl ether-benzene-acetic acid (62:2O:lS). The lipid fractions are 
scraped out and counted by liquid scintillation. The reproducibility of the whole oper- 
ation is discussed_ 

INTRODU-ON 

L’Ctude de l’incorporation de prkurseurs, marqu& par “C, dans les !ipides 
hkpatiques et skiques du rat, nous a conduits & rechercher une m&ode de sCparation 
efficace et reproductible des diverses fractions lipidiques et susceptible en outre 
d’Ctre associ&e, sur le plan quantitatif, au comptage par scintillation liquide. 

L’intbrZt de l’obtention dire&e d’khantillons liquides, recueiilis par un col- 
lecteur automatique, nous a d’abord incitis & nous adresser B la chromatographie sur 
colonue et la m&t&ode de Carroll’, employant une colonne de Florisil, hydrad B 
7% d’eau, nous a paru la plus efkace. Malheureusement, l’utilisation successive de 
p!usieurs so1vant.s t&s volatils, tels que lVther, entraine des variations importantes 
du volume des tkhantillons d’une operation B l’autre; de plus, la chromatographie 
sur colonne ne permet pas de cont&ler systimatiquement chaque opkation Q l’aide 
de tCmoios lipidiques et, d’autre part, il nous &it impossible de disposer de tous les 
lipides marques de rkfgrence. E&n, il faut noter que, dans la technique de Carrel!, 
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les phospholipides ne sent pas Clues et restent ties sur la colonne de Florisil. Pour 
tomes ces raisons, nous avons Cte amenis B renoncer B cette m&ode. 

Seule, la chromatographie sur couches minces semblait done susceptible de 
resoudre notre problbme, mais, parmi les nombreuses mCthodes proposkes dans la 
iitterature, faisant ginkalement appel a des couches minces de silice, aucune ne nous 
a paru entitkement satisfaisante. En eflet, la plupart d’entre elks ne concement pas 
la separation de la totalite des fractions lipidiques prksentes dans les extraits bio- 
logiques, comme par exemple les hydrocarbures du type squalene’-‘2. De plus, aucune 
n’engendre une separation parfaite, soit du cholestCro1 et des diglyc&ides2~5~7~9~10, 
soit des esters du cholesterol et des hydrocarbures5*“. 

Nous avons neanmoins choisi une methode de depart, dont nous nous sommes 
employ& B ameliorer le pouvoir separateur. Ii s’agit de la methode de French et 
Andersen3, fondle sur deux chromatographies unidimensionnelles successives et qui 
utilise deux solvants, rappelant ceux de la methode de Carroll’: benzene-hexane 
(15:85) pour la premiere migration et acide acCtique-&her-hexane (2:29:69) pour la 
seconde. Cette methode ne nous a pas permis d’obtenir, en particulier, une bonne 
individualisation du cholesterol et des diglycerides. 

Or, parallelement, nous avons remarque que l’elimination de l’acide acetique 
des systtmes de solvants utilises entrainait une meilleure separation de ces deux 
fractions. C’est effectivement ce que I’on observe au cows dune premiere migration, 
r&alisee avec le systeme I, ether-hexane-benzene (55:30:15), alors qu’une seconde 
migration avec le systeme II, hexane-benzene (80:20), sCpare finalement les triglyce- 
rides, les esters du choIesdro1 et les hydrocarbures. Par contre, I’autoradiographie. 
dun chromatogramme, obtenu selon cette methode avec un extrait hepatique (Fig. 
1). montre que les acides gras libres donnent une trainee, qui masque le cholesterol 
et clue les monoglycerides restent pratiquement sur la ligne de dCpBt avec les phos- 
pho!ipides. 

Pour Cviter cct ttalement particulikement g&ant des acides gras, nous avons 
fait appel a la techniqw des couches minces juxtaposkes, mise au point au Iaboratoire 
voici une dizaine d’ann&s12-15. L’extrait lipidique est depose sur une premiere couche 
alcaline, a base de silk et d’hydroxyde de sodium et s’etendant sur Ies trois premiers 
centim&tres de ia plaque. Cette premiere couche bloque les acides gras, qui restent a 
l’origine avec les phospholipides. Ce r&&at est illus& par la Fig. 2, qui reprkente 
l’autoradiographie d’un chromatogramme. obtenu avec le mCme extrait hepatique que 
prtidemment. 

En ce qui conceme les fractions restant sur la ligne de depot, leur separation 
peut Ctre obtenue au tours dune troisieme chromatographie, a l’aide du systeme de 
solvants acide III, ether-benzene-acide acetique (62:20:18). La migration est realis&e 
de man&e a ce que le front du solvant ne puisse atteindre le spot du cholesterol. La 
Fig. 3, reptisentant la chromatographie dun melange de temoins lipidiques purs, 
montre que l’on peut finalement obtenir une tres bonne separation de toutes les frac- 
tions. 

PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

Origine des i&ides de rPf&ence et des divers rPact~$s 
Parmi les produits de reference utilisis, les phospholipides (Rcithine et sphin- 
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Fig. 1. Autoradiographie du chromatograrnme dun ex’mit hepatique, realisf5 sur simple couche de 
silice G, avec des temoins de (1) [l%I]chokstCrol et de (2) palmitate de [14C]chokstCrol. On distingue: 
H, hydrocarbures de type squalene; E, esters du cholesterol; T, triglycdrides; I,2 D et I,3 D, 1,2 et 
1,3 diglyckrides; C, choiesttroi; M, monoglyc&ides; AG, acides gras; P, phospholipides. 

__.- 
I _. . . . .- _ _- .-._ --. . --.- _. . . . -- _--.- - _ 

Fig. 2. Autoradiographie du chromatogramme du mime extrait Mpatique, sur couches minces jux- 
taposks. CM 1, premiere couche mince de silice G imprdgnee d’hydroxyde de sodium; CM 2, deuxi- 
eme couche mince de silice G pure. Les autres symboles utilisb sont identiques a ceux de la Fig. 1. 
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Fig_ 3. SCparation d’un m&nge de lipides de r&f&-ewe, apr& trois migrations successives, avec des 
tkmoins de squafkne (I), de palmitate de choIest&ol(2), de triglyckides (3), de t,2 et 1,3 diglychides 
(4 et 5), de cholest&ol(6), d’acides gras Q, de monoglyckides (8) et de phospbolipides (9). 

gomy&ine), fes acides gras (paimitique, stearique, olbique), la monopalmitine, la 
tripalmitine, le cholesterol et deux de ses esters (sttarate, oleate) sont des produits 
Fluka (Buchs, Suisse); Ia dipalmitine et le palmitate de cholest&ol proviennent de la 
firrne Sigma (St. Louis, MO., U.S.A.) et le squalbne de 1’A.E.C. (Commentry, France)_ 
En ce qui conceme ies tCmoins radioactifs, le [lsCJcholestCrol a Ctk foumi par le 
C.E.A. (Saclay, France) et Ie palmitate de cholesterol a et& r&a&C par synthese dans 
notre laboratoire de l’I.N.S.E.R.M., Q pa&r du [r4C]cholest&ol et de l’acide palmi- 
tique inactif. Quant aux autres produits utilises, sulfate de sodium anhydre, silice G 
type 6G, solvants d’extraction et de chromatographie, ce sont tous des produits 
Merck (Darmstadt, R.F.A.). 

Extraction des Iipides 
Apr&s broyage du foie total en presence de sulfate de sodium anhydre et obten- 

tion d’un mbiange homogene et pulverulent, l’extraction des lipides bepatiques est 
rkalisk en continu (Extracteur BBS standard; Verre et Technique, &cue& France), 
pendant I3 h, sur une p&e d’essai de ce mklange, correspondant sxactement B un 
gramme de foie. Une etude en fonction du temps a montr~ que le rendement d’ex- 
traction Ctait maximal 5 partir de 12 h; en con&quence, nous avons tie la durie d’ex- 
traction 5 I3 h, ce qui Iaisse une marge de struritC suffisante. 

Pour Ie sdrum, la radioactivite &ant nettement plus faible, la totalit& de l’&han- 
tillon (2-5 ml) a et& sournise B I’extraction, apr& trituration avec une quantitf5 suf- 
f&rite de sulfate de sodium anhydre. 
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Le solvant d’extraction est celui de la m&ode de Folch*6, constituC de deux 
parties de chloroforme pour une partie de m&hanol. Les extraits sont Cvapor& B 
l’&uve entre 30” et 40” et chromatographi& rapidement, apr&s reprise du residu par 
5 ml du mdme solvant. 

A l’aide de lipides de refkrence, nous avons v&if% que f’extraction Ctait tot$e 
pour toutes les fi-actions lipidiques et qu’aucune hydrolyse des esters du cholest&ol, 
des gly&ides et des phospholipides n’intervenait au cows des diverses opCrations. 

PrPparation dm couches minces 
Les couches minces de 250pm d’&paisseur, &al&s sur des plaques de verre 

de 20 x 20 cm, sont ptipar&s & l’aide d’un &aleur original’2-‘5, permettant la juxta- 
position, SW la mCme plaque, de deux couches de nature diffdrente. La premiere, qui 
s’6tend sur 3 cm et sur Iaquelle est sit&e la ligne de dCp&, est & base de silice G 
imbib& d’une solution 0.4 N d’hydroxyde de sodium, dans les proportions de 11 g 
pour 20 ml. La seconde couche, qui occupe les 17 cm restant, est constituCe unique- 
ment par de la silice G. Lcs plaques sont &h&s et conserv&s sous vide. 

Chromatographie des extraits 
Le d@t 1inCaire d’une quantitC d’extrait de l’ordre de 1.5 ml est effectut SW 

une largeur de 8 cm et B une distance de 1.5 cm du bord de la plaque, ti l’aide d’un 
appareil automatique (Autoliner 75; Desaga). Si cet appareil prCsente l’avantage de 
permettre la r&lisation de dOpdts r&uliers, il n’est pas possible, en revanche, d’obtenir 
des dipbts de volume constant. Cet inconv&ient, pour une large part, ne nous a pas 
permis d’exprimer nos r&ultats en activitC absolue. 

Effeztu& sur 14 cm avec le solvant I, la premiere chromatographie donne 
une bonne sCparation du cholestCro1 et des diglydrides. Les triglycirides, les esters 
da cholestCro1 et les hydrocarbures, qui migrent pratiquement ensemble avec le front 
du solvant I, sont &par& par le systi?me de solvants II; cette seconde migration a 
lieu SLIT toute la longueur de la plaque. La derniere chromatographie, elTectuCe seule- 
ment sur les qua&e premiers centim&res avec le solvant III, s&pare les phospho- 
lipides, qui restent sur la ligne de dCpGt, les monoglyctrides et les acides gras 
libres. 

RMlation et comptage 
Les chromatogrammes sont r&Cl& par exposition aux vapeurs d’iode. 11 

s’agit d’un pro&de de r&lation non specifique, qui colore en jaune les differentes 
classes de lipides. Cette coloration &ant trts fugace, Ies spots coIor& sont rapidement 
dilimitCs, afin de pouvoir Ctre ensuite facilement pr6levCs par gratttige, 5 l’aide d’une 
mince spatule en inox. 

Sur le plan qualitatif, les chromatogrammes des extraits lipidiques radioactifs 
ont CtC Ggalement soumis 5 l’autoradiographie, qui n&es&e une dun% d’exposition 
d’environ un mois, compte tenu de L’activitC moyenne des &hantillons. 

Sur le plan quantitatif, les 6chantillons obtenus lors de la r6cupCration des 
fractions lipidiques sont disperses au sein d’un mClange constituC par 5 ml d‘eau dis- 
till&e et 15 ml d’instagel (Packard, Paris, France), dans des flacons en polyCthylene 
(Rif. 33-27, pour appareil Mark I; Dannatt, Paris, France). Le comptage s’effectue 
en scintillation liquide sur l’appareil Mark I (Nuclear-Chicago, Des Plaines, ill., 



U.S.A.). Lacorrectionde “quenchin g”est effectu&e par Ia m&ode du standard exteme 
et les r&hats sont exprimQ en dpm I’. Le volume d’extrait dipoti nVtant pas 
rigoureusement constant d’une o&ration & i’autre et &ant don&es en outre les varia- 
tions d’incorporation du prkrrseur marque, t&s importantes d’un animal 2t i’autre, 
l’activite des differentes fractions iipidiques a it6 exprimke en activite relative par 
rapport 5 i’activit6 totale du depot. 

RkWLl-ATS 

En comparant Ie chromatogramme du melange des lipides de ref&-ence (Fig. 
3) avec celni dun extrait lipidique, dont la Fig. 4 repr&ente t’autoradiographie, on 
peut observer deux differences essentielies. 
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Fig 4. Autoradiographie du chromatogramme d’un extrait Epatique, obtenu apr& trois migrations 
suazessives sur couches minces juxtaposkes. Les symboks, cznctkisant cbacune des fractions lipi- 
diques, sont identiques B ceux de la Fig. 1. 

La premiere reside darts la dissociation des phospholipides de l’extrait lipidique 
en deux spots disrincts, alors que les constituants du melange de reference, B savoir 
licithine et sphingomyeline, ne sont pas differencib. L’identification de ces deux 
spots de phospholipides est confirms ti la fois par ia mkthode de r&5lation de Gos- 
wami et Frey’* et par la presence-de phosphore dans les fractions rkccupkkes, aprbs 
minCralisation. 

La seconde difference observte concerne i’existence d’un spot supp1Cmentair-e 
entre les monogiycbrides et les acides gras, visible sur l’autoradiogramme de I’extrait 
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lipidique et pr&lablement r&S par L’exposition aux vapeurs diode. La nature des 
constituants de ce spot na pu encore Ctre d&ermin&, mais ii est evident qu’il rend 
plus difficile La rkcupkation quantitative des deux fractions qui l’entourent et peut 
dtre une cause d’erreur dans la mesure de leurs activitb respectives. 

Le controle de 3a reproductibilite de la mtthode a port6 slur t’ensemble ties 
opkrations efktukes sur une par-tie &quote de foie, B savoir: extraction des lipides, 
reprise du residu, chromatographies, r&up&ration des spots par grattage et comptage 
par scintillation liquide. Pour ce faire, nous avons renouvele I’ensemble de ces opC- 
rations sur plusieurs khantibons dun mCme foie. En ce qui concerne les fractions 
d’activite elevee, les rbultats sont reproductibles a environ 1% prbs; par contre, 
cette reproductibilite devient beaucoup moins satisfaisante pour les fractions de faible 
activitk Ceci provient des erreurs inherentes au comptage, qui atteignent des valeurs 
relatives Clevees, pour des activites de quelques centaines de dpm, comme c’est souvent 
le cas dans nos expbiences. En eRet, la fluctuation statistique dOe au comptage est 
proportionnelle 5 la racine carree du nombre de dpm, n (&art type G = v’n). 

L’erreur relative globale, portant sur l’ensemble des operations et I’erreur re- 
lative maximale dOe au comptage ont Cti calcui&s pour trois fractions lipidiques 
d’activites t&s differentes: les phospholipides d’activid Clev6e, le cholesterol d’acti- 
vitC moyenne et les esters du cholestkroi de faible activitk (Tableau I). Elles soulignent 
la part importante du comptage dans la reproductibilid de la methode, qui ne peut 
done Ctre jugke valablement, que sur Ies fractions de forte activite, pour lesquelles 
I’erreur de comptage reste faible: 

TABLEAU I 

REPRODUCnBILITf. DE LA METHODE CALCULGE POUR TROIS FRACTIONS LIPI- 
DIQUJ3 

Fraction Activire’ Erreur relative Erreur relative 

(dpm) gloijale (%) maximale ( “/;) 

Phospholipides 28ooo I.4 1.2 
ChoIe5ttrol 2000 4.7 4.4 
Esters du cholest&ol 200 15 14.9 

Au tours d’une etude sur I’incorporation de prkcurseurs marques par ‘32 
dans les lipides d’origine biologique, nous avons 6tC amen& a mettre au point une 
methode de separation quantitative des diverses fractions lipidiques, fondee sur trois 
chromatographies successives sur couches minces juxtapo&s. La premiere couche 
mince, sur laquelle est depose l’extrait Iipidique, est constituke par de la silice G, im- 
bib&z dune solution d’hydroxyde de sodium. La seconde couche mince se compose 
uniquement de silice G. 

Pour les trois migrations unidimensionnelles successivement mises en oeuvre, 
ies systtmes de solvants suivants ont et6 utilisb: ether-hexane-benzene (55:30:15), 
hexane-benztine (80 :20), et ether-benzene-acide acetique (62 :20: 18). Les fractions 
sont rkcup&ees et leur comptage ef%ctue en scintillation liquide. La reproductibilite, 
portant sur I’enscmbIe des operations, est discutk 
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