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The Semi-quantitative Determination of 
Cholesterol and Cholesteryl Esters by Paper 

Chromatography 

T h e  resu l t s  a re  in  good a g r e e m e n t  w i t h  t hose  ob ta ined  
b y  o t h e r  m e t h o d s .  

2.g 

I n  p r e v i o u s  p a p e r s  we desc r ibed  t h e  o n e - d i m e n s i o n a l  7,5 
s e p a r a t i o n  of cho le s t e ro l  a n d  i ts  e s t e r sL  W e  m e n t i o n e d  
t h e  pos s ib i l i t y  of t h e  s e m i - q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n .  
F u r t h e r  de ta i l s  of t h i s  p r o c e d u r e  are  g iven  he re :  7,0 

To  1 ml  of b lood  s e r u m  9 ml  of e t h a n o l - e t h e r  m i x t u r e  
3 :1  (v/v) were  a d d e d .  A f t e r  10 m i n  s t a n d i n g ,  t h e  0,5 
m i x t u r e  was  c e n t r i f u g e d  a n d  5 ml  of c l ea r  s u p e r n a t a n t  
were  e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s  in  a t e s t  t ube .  T h e  re s idue  g, 
h a v i n g  b e e n  e x t r a c t e d  w i t h  0.1 ml  of ch lo ro fo rm,  0-04 ml  
of t h i s  so lu t i on  were  s p o t t e d  on  \ ¥ h a t m a n  No. 3 p a p e r  
i m p r e g n a t e d  w i t h  p a r a f f i n  oil ~. T h e  m i x t u r e  of ace t i c  
a c i d - c h l o r o f o r m - p a r a f f i n  oil 6 5 : 2 5 : 1 0  (v /v /v )  was  used  
as a mob i l e  phase .  Af t e r  12 i5  h of a s c e n d i n g  run ,  t h e  
c h r o m a t o g r a m  was  dr ied  a n d  cu t  i n t o  s t r i p s  1 c m  wide 
a n d  t h e s e  e l u a t e d  w i t h  3 ml  of c h l o r o f o r m  for  5 -6  h a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e ,  in  t e s t  t u b e s  w i t h  occas iona l  s t i r r ing .  
T h e n  1 ml  of ace t i c  a n h y d r i d e  a n d  0.1 ml  of c o n c e n t r a t e d  
s u l p h u r i c  ac id  were  a d d e d  a n d  t h e  d e n s i t y  of t h e  co lour -  
ed so lu t i on  was  m e a s u r e d  a t  610 m #  a f t e r  10 min .  
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Fig. 2 , -  Human  Mood serum. 1 Cholestcryl csters with higher fatty 
acids (01eate, palmitate, linoleate); 2 Free cholesterol, 
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T h e  p r e s e n t  m e t h o d  is s imp le  a n d  p e r m i t s  a compara -  
t i v e l y  r a p i d  d e t e r m i n a t i o n  of f ree  a n d  es t e r i f i ed  chole- 
s t e ro l  in  b lood  s e r u m  a n d  o t h e r  b io log ica l  f luids  and 
o rgans .  
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Zusammen/assung 

E i n e  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e  M e t h o d e  zur  semi- 
q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  y o n  Cho le s t e r in  u n d  Chole- 
s t e r i n e s t e r  in  b i o l o g i s ch em M a t e r i a l  w i r d  besch r i eben .  
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Fig. 1.~-Mixture of synthetic cholesteryl esters. I Cholesteryl oleate; 
Z Cholesteryl caproate; 3 Cholesteryl formiate and acetate; g Chol- 

sterol. 

The  c a l i b r a t i o n  c u r v e  was  p r e p a r e d  f r o m  t h e  s t a n d a r d  
so lu t ion  of choles te ro l .  T h e  c a l c u l a t i o n  was  ca r r i ed  o u t  
b y  a d d i t i o n  of all  e x t i n c t i o n  va lues  of e v e r y  i n d i v i d u a l  
spo t  a n d  s u b s t r a c t i o n  of t h e  b l a n k s  a n d  t h e n  m u l t i p l i c a -  
t i o n  w i t h  t he  f a c t o r  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n  
curve .  

F o r  t he  ca l cu l a t i on  of on ly  r e l a t i v e  p e r c e n t a g e ,  i t  is 
poss ib le  to  weigh t h e  i n d i v i d u a l  pieces of p a p e r  o b t a i n e d  
b y  c u t t i n g  o u t  t h e  i n d i v i d u a l  p e a k s  of t h e  g r a p h  re- 
p r e s e n t i n g  r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  e x t i n c t i o n  va lues  a n d  
t h e  d i s t a n c e s  in  cm.  

Application vaginale de cystamine et 
Radio-Protection locale 

I. Introduction. D a n s  u n  t r a v a i l  a n t 6 r i e u r  publ i6  dans 
c e t t e  m 6 m e  revue ,  l ' u n  de  nous  1 a p u  m o n t r e r  que  Fad- 
m i n i s t r a t i o n  de B e c a p t a n  p a r  vole  g6n6ra le  pro tbge  la 
m u q u e u s e  v a g i n a l e  d e  la  r a t e  c o n t r e  les e f fe t s  d ' u n e  ir- 
r a d i a t i o n  locale.  

Les  t r a v a u x  e x p 6 r i m e n t a u x  consac r6s  a u x  radio-pro- 
t e c t e u r s  en  g6n6ra l  e t  au  B e c a p t a n  en  p a r t i c u l i e r  on t  6t6 
le p lus  s o u v e n t  r6alis6s en  a d m i n i s t r a n t  la  subs tance  
p r o t e c t r i c e  p a r  vole  g6n6ra le ;  l ' e f fe t  es t  a tors  6 tudi6  soit 
s u r  l ' o r g a n i s m e  in toto ( cou rbes  de  m o r t a l i t 6 ,  c h u t e  de 
poids)  soi t  au  n i v e a u  d ' u n  t i s su  d 6 t e r m i n 6  (ovaire,  in- 
t e s t i n  gr61e, foie, r a t e ,  t h y m u s ,  l ign6e rouge ,  leucocytes, 
m n q u e u s e  v a g i n a l c  etc.) .  

Peu  de  r e c h e r c h e s  o n t  6t6 consac r6es  ~ Fac t ion  pro- 
t e c t r i c e  de l ' a p p l i c a t i o n  loca le  d ' u n e  s u b s t a n c e  d6ter- 
min6e  au  n i v e a u  de l ' o r g a n e  k p ro t6ger .  N o u s  pouvons 
c e p e n d a n t  c i t e r :  

1 ~. MICHALEC, Naturwissenschaften 42, 509 (1955}. 1 L. DARCIS, P. HOTTERBEEX et C. ONKELINX, Exper. 12, ~86 
2 ~. MZCHALEC, Biochim. biophys. Acta 19, 187 (1956). (1956}. 
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Pourcentages des 16sions cellulaires observ6es dans les jours qni suivent l'irridation pendant 4 hcures de rates 
prot6g6es localement par la cystamine 
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1 ° FORSSBERG 2 qui  a pu d 6 m o n t r e r  l ' a c t i on  p ro t ec t r i c e  
locale de la cys t6 ine ,  en p r e n a n t  c o m m e  t e s t  l '6pi la t ion 
de la peau  du c o b a y e  sous  l ' e f fe t  des  r a y o n s  X ; la cys t6 ine  
6tait admin i s t r6e  pa r  la vole i n t r a - d e r m i q u e .  

2 ° I~ACQ et HERV£ ~ qui,  dans  des t r a v a u x  encore  in- 
6dits, o n t  mis  en 6v idence  que  la r6g4n6rat ion des  polls 
est favoris6e pa r  l ' a p p l i c a t i o n  d ' u n e  p o m m a d e  £ base  de 
cys tamine  (2% de cys t a rn ine  dans  du Carbowax)  pr4- 
a l ab lement  h l ' i r r ad i a t ion  de la peau  ras6e, chez le ra t .  

Le p r6sen t  t r a v a i l  6 tudie  t ' a c t i on  p ro t ec t r i ce ,  au n iveau  
du vag in  de la r a t e  de  la c y s t a m i n e  admin i s t r4e  i n  Ioco. 

II.  Techniques  et mdthodes. Nous  ne ferons  que  les 
r6sumer. 

1 ° L ' i r r a d i a t i o n  locale es t  r6alis6e au m o y e n  d ' u n  t u b e  
de r a d i u m  que  l 'on  i n t r o d u i t  d a n s  la cavi t6  vagina le ,  
sous anes th6s ie  g6n6rale, e t  d o n t  les carac t6res  p h y s i q u e s  
sont: l ongueur  t o t a l e :  16 ram;  longueur  ac t ive :  12 ram;  
diam6tre ex t6 r ieur  : 4 Into;  d i am6t re  in t4r ieur :  2 ram;  
f i l t rat ion:  1 m m  Pt . ,  cha rge :  50 mg  rad ium.  

De c e t t e  fa~on, la dose  revue p a r  la m u q u e u s e  vag ina le  
est d ' e n v i r o n  2275 r .  p /h .  L ' a n e s t h f s i e  es t  p r o t o n g f e  
pendant  r o u t e  ta dur6e  de l ' i r r ad i a t i on  p o u r  6vi te r  l ' ex-  
pulsion du t u b e ;  au cours  de  c e t t e  s6rie d ' exp6r i ences ,  
chaque i r r a d i a t i o n  a dur6 4 h. 

2 ° L ' 6 t u d e  des  f ro t t i s  v a g i n a u x  (color6s pa r  la m6- 
thode de Papan ico laou)  pr61ev4s q u o t i d i e n n e m e n t  pen-  
dant les 15 jours  qui  s u i v e n t  l ' i r r ad i a t i on  m e t  en 4vidence  
l 'existence de cellules radio-16s6es. Nous  cons id6rons  
comme cellule radio-16s6e t o u t e  cellule nuc166e d o n t  le 
plus g r a n d  d i a m h t r e  d6passe  45 # ou qui  r en f e rme  
plusieurs n o y a u x .  

3 ° P o u r  une  re@me dur4e  d ' i r r ad i a t i on ,  le pou rcen -  
tage de cellules radiol4s6es var ie  en  fonc t ion  du t e m p s  
qui s6pare l ' i r r a d i a t i o n  du pr616vement  du  f ro t t i s .  

a) I1 ex i s t e  c o n s t a m m e n t  une  p6r iode de l a t ence  
s '6 tendant  h a b i t u e l l e m e n t  sur  3 ~ 5 jours ,  au cours  
desquels le p o u r c e n t a g e  d ' a l t 6 r a t i ons  cel lulaires  res te  
dans la l imi te  de la n o r m a l e  (un I ro t t i s  vag ina l  no rma l  ne 
renferme pas  p lus  de 10% de cellules p r 6 s e n t a n t  les 
caract6res d6finis p lus  hau t ) .  

b) Les cellules radio-14s4es a p p a r a i s s e n t  dans  les frot-  
tis du 4 e au 6 e jour ;  leur p o u r c e n t a g e  passe  pa r  un maxi -  
mum ent re  Ie 6 e e t  lc 10 e jour  puis  d6croi t  pou r  r ep rendre ,  
entre le 8 e e t  le 15 e jour ,  voi re  au de l l ,  des  vMeurs  nor-  
males. 

4 ° L ' a p p l i c a t i o n  locale  de c y s t a m i n e  a 4t6 r6atis6e p a r  
une i r r iga t ion  c o n t i n u e  au m o y e n  d ' u n e  so lu t ion  aqueuse  
renfermant  10% de c y s t a m i n e .  Cet te  i r r iga t ion  fur  t a i te  
au moyen  d ' u n  t r6s fin t u b e  de  p o l y t h 6 n e  i n t r o d u i t  dans  

A. FORSSBERG, Acta radiologica 33, 296 (1950). 
3 Z. BAcQ et A. HERVt, Communication personnelle. 

le vag in  de ta ra te  e t  raccord6  g un pe t i t  {,Baxter,) de 
fo r tune  (flacon g p6nicil l ine modifi6 pour  la c i rcons tance)  
rempl i  de la so lu t ion .  Ce t t e  i r r iga t ion  es t  mise  en t r a in  
g2 h a v a n t  le d6bu t  de l ' i r r ad i a t ion  et  se p ro longe  pen-  
d a n t  t o u t e  la dur6e de celle-ci (dur6e to t a l e  d ' a p p l i c a -  
t ion  : 4 ~, h), ce qui  e n t r a i n e  l ' 6cou lemen t  d ' e n v i r o n  5 cm 3 
de la so lu t ion  dans  le vagin .  P o u r  c h a q u e  ra te ,  la solu- 
t ion  a 6t6 pr6par6e  e x t e m p o r a n 6 m e n t .  

5 ° Enf in ,  les a n i m a u x  utilis6s s o n t  des ra tes  v ierges  
p r o v e n a n t  de l '6]evage s61ectionn4 du Cent re  An t i -  
canc6reux  pr6s l 'Un ive r s i t6  de Li6ge. Ch a c u n e  pesa i t  au 
d6par t ,  e n v i r o n  150 g. 

I I I .  Rdsultats .  Trois  g roupes  d ' a n i m a u x  o n t  fit6 
6tudi6s:  

1 ° 18 a n i m a u x  on t  6tfi i rradi6s p e n d a n t  4 h, sans  ad-  
m i n i s t r a t i o n  de p r o t e c t e u r :  les p o u r c e n t a g e s  m a x i m a  de 
cellules radio-16s6es osci l lent  en t r e  45 et  70%, soit  en 
m o y e n n e  60 q:- 2%,  

2 ° R a p p e l o n s  les r6su l ta t s  o b t e n u s  chez 13 r a t s  a y a n t  
regu 15 mg  de B e c a p t a n  pa r  la vole in t ra -p6r i ton6a le  im- 
m 6 d i a t e m e n t  a v a n t  l ' i r r ad i a t i on ;  d a n s  ce g roupe  d ' a n i -  
m a u x ,  les p o u r c e n t a g e s  m a x i m a  de cellules radio-16sfes 
osci l lent  e n t r e  20% et  34%,  en m o y e n n e  27 ::t: 3%.  

3 ° Enf in ,  le Tab leau  r a s s e m b l e  les r6su l t a t s  o b t e n u s  
chez  10 ra tes  auxque l l e s  nous  a v o n s  a d m i n i s t r f s  locale- 
m e n t  de la c y s t a m i n e  s u i v a n t  la t e c h n i q u e  d6cri te  p lus  
hau t .  

Nous  v o y o n s  que  les p o u r c e n t a g e s  m a x i m a  osci l lent  
en t r e  20% et  29% , en m o y e n n e  24 ± 1°/0 . [1 ressor t  de  
ce t t e  exp4r ience  que la p r o t e c t i o n  vagina le  o b t e n u e  p a r  
l ' a d m i n i s t r a t i o n  locale de c y s t a m i n e  es t  6qu iva len te  g 
celle o b t e n u e  pa r  l ' a d m i n i s t r a t i o n  i n t r a - p f r i o t o n 6 a l e  de  
cys t6amine .  

I1 res te  ~ d 6 t e r m i n e r  si c e t t e  p ro t ec t i on  est  s t r i c t e m e n t  
locale ou si, r6sorb6 en  q u a n t i t 4  suff i sante ,  le p r o t e c t e u r  
a 6t6 lanc6 d a n s  la c i rcu la t ion  g6n6rale c o m m e  au cours  
d ' u n e  a d m i n i s t r a t i o n  in t ra-p6r i ton6ale .  Nous  p e n s o n s  
p o u v o i r  d o n n e r  p r o c h a i n e m e n t  une  so lu t ion  "5. ce pro-  
bl6me. 

L. DARCIS et  G. GILSON 

Centre A nt icancdreux de l' Univers i td  de Liege ( Belgique),  
le 27 ddcernbre 1956. 

S u m m a r y  

In  a p rev ious  paper ,  the  a u t h o r s  s h o w e d  t h a t  in t r a -  
pe r i tonea l ly  a d m i n i s t e r e d  c y s t a m i n e  p r o t e c t s  ti le vag ina l  
mu c o s a  of ra t s  aga ins t  local i r r ad ia t ion .  

Us ing  the  s ame  t e c h n i q u e  ( s tudy  of r ad i a t ion - l e s ions  
in vag ina l  smears) ,  t h e y  d e m o n s t r a t e  t h a t  locally ad-  
min i s t e r ed  c y s t a m i n e  is also ef fec t ive .  
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