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re su l t ed  w h e n  ace tone  was p a i n t e d  for 10 weeks fol lowed 
b y  t h e  carc inogen.  The  n u m b e r  of t u m o u r - b e a r i n g  mice  
a f t e r  12 weeks '  h y d r o c a r b o n  app l i c a t i on  was 18 o u t  of 35 
(copper  p r e t r e a t m e n t )  a n d  8 ou t  of 30 (ace tone  pre-  
t r e a t m e n t ) .  The  Z~ t e s t  showed  s igni f icance  a t  t he  5% 
level.  W h e n  the  copper  p r e t r e a t m e n t  was  fol lowed b y  5 
weeks '  ace tone  t r e a t m e n t  before  t he  h y d r o c a r b o n  was 
appl ied,  the re  was no  such  e n h a n c e m e n t  of t u m o u r  yield 
(13 ou t  Of 35 a f t e r  12 weeks '  D M B A  t r e a t m e n t ,  n o t  sig- 
n i f i can t  a t  t he  5% level).  Assays  s h o w e d  t h a t  the  decrease  
in p ro te in  b o u n d  coppe r  in  the  skin  a f t e r  t he  in i t i a l  CuAc 
t r e a t m e n t  was  i n d e p e n d e n t  of s u b s e q u e n t  t r e a t m e n t ,  
w h e t h e r  w i t h  D M B A  d i r ec t ly  or by  D M B A  a f t e r  a n  in te r -  
v e n i n g  pe r iod  of acetQne. H y d r o c a r b o n  b i n d i n g  occu r red  
more  read i ly  a f t e r  t he  i n t e r v e n i n g  ace tone  t r e a t m e n t  t h a n  
i t  d id  w h e n  D M B A  app l i c a t i ons  fol lowed d i r ec t ly  a f t e r  t h e  
coppe r  t r e a t m e n t  (Figure  2). I t  will be  seen  f rom t h i s  
F igure  t h a t  in  e x p e r i m e n t  6, a s ingle app l i c a t i on  of 
D M B A  sufficed to give a v i r t u a l l y  iden t i ca l  va lue  to t h a t  
r e su l t i ng  f rom th ree  app l i c a t i ons  u n d e r  t he  cond i t i ons  of 
e x p e r i m e n t  5. 
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Fig. 2. Skin protein bound hydrocarbon, expressed as #g DMBA 
per 100 mg nitrogen, resulting from treatment with I)MBA foUowing 
treahnent for 10 weeks with CuAe (o) and 10 weeks CuAc then 
5 weeks acetone ( • ), Abscissa zero is the start of DMBA applications. 

Conclusions. Copper  a ce t a t e  in ace tone  so lu t ion  is n o t  
ca rc inogenic  u n d e r  t he  t e s t  cond i t ions ,  n o r  is i t  a p o t e n -  
t i a t i n g  or  a n  i n i t i a t i n g  agen t .  I t  on ly  gives  inc reased  
t u m o u r  yields  w h e n  i t  is app l ied  a t  t he  s ame  t ime  as t he  
ca rc inogen  (FARE t) or w h e n  t he  two  chemica l s  a re  p r e s e t  
in  t h e  sk in  a t  t h e  s a m e  t i m e  as  in e x p e r i m e n t  5. 

W~hen t he  h y d r o c a r b o n  was  g iven  f i rs t  ( e x p e r i m e n t  2) 
t he re  was no  p o t e n t i a t i o n  a l t h o u g h  these  cond i t ions  were 
met .  Th i s  m a y  be  exp l a ined  b y  sugges t ing  t h a t  t he re  m a y  
h a v e  b e e n  a n  insuf f ic iency  of h y d r o c a r b o n  p r e s e n t  d u r i n g  
t he  coppe r  app l i ca t i ons  or  t h a t  t h e r e  was a suf f ic ien t  
a m o u n t  t h a t  d id  n o t  pe r s i s t  for a suf f ic ien t  t ime.  

SALAd{AN 4 a d v o c a t e d  t he  use of c r o t o n  oil for  d e t e c t i n g  
t he  ac t ion  of s u b s t a n c e s  w e a k l y  carc inogenic  or  non-  
ca rc inogenic  for t he  skin.  I n  a n  a t t e m p t  to  con f i rm  t h e  
f ind ings  t h a t  coppe r  a c e t a t e  was  n o t  carc inogenic ,  a n d  to 
c h e c k  t h a t  t he  e n h a n c e d  t u r n o u t  p r o d u c t i o n  in e x p e r i m e n t  
5 was  no t  due  to a s l ight  ca r c inogen ic i t y  of CuAc,  20 mice  
were t r e a t e d  w i t h  CuAc so lu t ion  for 10 weeks a n d  t h e n  
w i t h  c r o t o n  oil so lu t ion  for  60 weeks.  Th ree  t u m o u r s  ap -  
p e a r e d  in two  an ima l s  whi l s t  t h r e e  mice f rom a con t ro l  
g roup  of 20 t r e a t e d  w i t h  c ro ton  oil t h r o u g h o u t  deve loped  
tu rnou t s .  T h i s  e x p e r i m e n t  t he re fo re  conf i rmed  t h e  n o n -  
ca rc inogen ic i ty  of coppe r  a c e t a t e L  

Rdsumd. U n e  so lu t ion  de l ' o x y a c 6 t a t e  de  cu iv re  n ' e s t  
pas  canc6r ig6ne  p o u r  la  peau  de la  souris  b lanche .  L 'ac6-  
l a t e  n ' e s t  ni  u n  ' i n i t i a t o r '  ni  n n  ' p r o m o t e r '  p o u r  la 
canc6r i sa t ion  p a r  9, 10-d im6thyl -1 ,  2 - b e n z a n t h r a c 6 n e .  Ce- 
p e n d a n t ,  le t r a i t e m e n t  des  a n i m a u x  avec  l ' a c6 t a t e  pen-  
d a n t  10 semaines  puis  avee  l ' h y d r o c a r b u r e  a u g m e n t e  la 
p r o d u c t i o n  des t u m e u r s .  
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Purification chromatographique d'une pr6para-  
t ion de thy m us  dou6e d'activit6 hormonale  

E n  son  t e m p s  une  m 6 t h o d e  d ' e x t r a c t i o n  a ~td ddcr i te  
qu i  p e r m e t  d ' o b t e n i r  du  t h y m u s  de v e a u  une  p r d p a r a -  
t i on  1,~ capab l e  de s u p p r i m e r  les cons6quences  de  la 
t h y m e c t o m i e  chez  le cobaye  e t  le ra t .  On  d6er i ra  ici une  
m 6 t h o d e  de pu r i f i ca t i on  c h r o m a t o g r a p h i q u e  de ce t t e  
p r epa ra t i on .  

L ' a c t i v i t 6  b io logique  a 6t6 es t im6e  £ l ' a ide  d ' u n e  m6- 
rhode  3,4 basde sur  la  p ropr i* t6  de l ' e x t r a i t  de  t h y m u s  de 
s u p p r i m e r  la  s t i m u l a t i o n  de  ta  c r6a t inu r i e  p a r  la t h y r o x i n e  
chez les cobayes  t h y m i - t h y r ~ o p r i v e s  castr~s.  Ceux-ci  

61iminent  s p o n t a n f m e n t  0,5-0,7 m g  de c rda t ine /100  g/24 h ;  
24 h apr~s  une  i n j ec t i on  de  10 #g  de t h y r o x i n e  p a r  100 g 
de poids  v i i  de l ' an ima l ,  le t a u x  d ' exc rd t i on  s '~l~ve 
2,0-3,5 rag/100 g]24 h. On consid~re  que  l ' e f fe t  de la 
t h y r o x i n e  es t  s u p p r i m 6  p a r  l ' i n j e c t i o n  s i m u l t a n 6 e  d ' e x -  
t r a i t  de t h y m u s  si le t a u x  m o y e n  d ' e x c r 6 t i o n  co r r e spond  
/~ celui des ca s t r a t s  t h y m i - t h y r e o p r i v e s  n o n  t ra i tds  chez 
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qua t re  a n i m a u x  sur  quat re ,  et  si aucun  t a u x  individuel  de 
cr6at inurie  n ' a t t e i n t  1 mg/100 g/24 h. On d6finit  comme 
une unit4 cobaye  (uc.) la quan t i t6  d ' e x t r a i t  qui  dans  ce t te  
6preuve suffi t  pour  suppr imer  l 'e f fe t  de 1 pg  de thyroxine .  
Pour  la jus t i f ica t ion  de ces condi t ions  voir  ~ 
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Chromatographic sur eolonne d'hydroxyapatite (2 x 25 cm) d'un 
extrait de thymus ~#. L'exp6rience a 6t~ faite h 22 ° et des fractions de 
4,8 ml ont 6t~ colleet~es. Le produit a ~t~ eharg~ sur la colonne 6qui- 
libr~e avee du tampon phosphate pH 6,8, 0,001M. Du tampon 
phosphate pH 6,8 0,5M a ~t~ eharg~ sur la eolonne en eorrespon- 
dance de la fraction z~ro. La fl~che indiqne la fraction en eorrespon- 
dance de laquelle le gradient lin6aire de molarit~ de tampon phos- 
phate pH 6,8 (0,5-1,5M; 250 + 250 ml) a 6t~ mis en oeuvre. Les 
fractions centrales du deuxi~me pie (points encercl~s) ont ~t~ utilis~es 

pour les mesures d'activit~ biologique. 

Aprbs de n o m b r e u x  essais pr61iminaires, on a adopt~ 
pour  la pur i f ica t ion  c h r o m a t o g r a p h i q u e  de l ' ex t r a i t  de 
t h y m u s  le proc~d6 su ivant .  (1) L ' e x t r a i t  de  d~par t  (1 g) 
d o n t  l ' ac t iv i t6  est  6gale h 190 uc . /mg es t  dissous ~ 10% 
dans  l 'eau dis t i l l fe  e t  pass6 sur  une  colonne de S6phadex  
G 25 ~quilibr~e avec du t a m p o n  p h o s p h a t e  0,001~k/ p H  
6,8. On s6pare une f rac t ion pr inc ipa le  qui a une act ivi t6  
sup6rieure &e n v i r o n  10% ~ celle du p rodu i t  de d6par t ,  
d ' une  pe t i t e  f ract ion re tardSe pa r  la colonne,  biologique-  
m e n t  inact ive,  e t  d o n t  l ' abso rp t ion  ~ 260 m p  es t  p lus  
6levee que celle ~ 280 m~u. (2) La f rac t ion  pr inc ipa le  es t  
charg6e sur une colonne d ' h y d r o x y a p a t i t e  6quilibr~e avec  
du t a m p o n  phospha t e  0,001M, p H  6,8. Une  ce r ta ine  
quan t i t6  de p rodu i t  n ' e s t  pas re tenue  sur  la colonne dans  
ces condi t ions .  Une  grande  quan t i t6  de mat6r ie l  inac t i f  
es t  $1u6e ensui te  par  le t a m p o n  phospha t e  0 , 5 ~  r, p H  6,8. 
Enf in  on 61ue une f rac t ion act ive  avec un g r a d i e n t  de 
molari t6 (0,5 ~. 1,5M) de t a m p o n  phospha te ,  p H  6,8 
(Figure). Les f rac t ions  cent ra les  du pic sont  pass6es 
s~par~ment  sur  S6phadex  G 25 ~quilibr~ avec t a m p o n  
p h o s p h a t e  0 ,001M p H  6,8 et  lyophilis6es. Le r a p p o r t  
act ivi t~ biologique/densi t6  op t ique  ~ 280 m/~ est  le m f m e  
pour  les qua t r e  f ract ions.  L ' ac t iv i t6  biologique est  de 
926 uc. /mg.  Des r6sul ta ts  pr~l iminaires  ob tenus  avec ce 
p rodu i t  purifi6 ind iquen t  qu ' i l  s ' ag i ra i t  d ' u n  glycopept ide .  

I1 est  i m p o r t a n t  de signaler  que le p r o d u i t  purifi6 
m o n t r e  tou tes  les propri~t6s  subs t i tu t ives  du t h y m u s  qui 
son t  poss~d6es pa r  l ' ex t r a i t  de d6par t  6. 

Summary .  A c h r o m a t o g r a p h i c  pur i f ica t ion p rocedure  is 
descr ibed for a biologically act ivc  t h y m u s  ex t rac t .  The 
puri f ied p r o d u c t  shows all the  t h y m u s - s u b s t i t u t i n g  prop-  
ert ies  of the  init ial  ex t rac t .  
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E i n e  e i n f a c h e  M e t h o d e  z u r  A b t r e n n u n p ,  v o n  
N u c l e o t i d e n  a u s  s a l z r e i c h e n  L 6 s u n g e n  

Die c h r o m a t o g r a p h i s c h e  T r e n n u n g  von  Nucleo t iden  an 
I o n e n a u s t a u s c h e r n  ~ ist  of t  nur  d a n n  erfolgreich, wenn  der  
p H  des Grad ien ten  in den  pKB-Bere ich  der  Amino-  
g ruppen  der  Nuc leobasen  f~llt und  das Salz des Gradien-  
ten  mSgl ichs t  dissozi ier t  ist. Gute  Resu l t a t e  wurden  mi t  
LiC1/HC1-Gradienten an Dowex-2  bei der  T r e n n u n g  von  
AMP 2, A D P  und  A T P  3 und  mi t  LiC1/Li-aceta t -Gradien-  
ten  bei  der  T r e n n u n g  der  Desoxyr ibool igoadenyls / iuren  
an DEAE-Cel lu lose  (in der  Chloridform) e rha l t en  4. 

Die W i r k s a m k e i t  dieser  Methode  war  bis lang d a d u r c h  
e ingeschr~nkt ,  dass  das Nuc leo t idmate r i a l  yon den gleich- 
zeitig anfa l l enden  erhebl ichen  Mengen an ano rgan i schem 
Salz nu r  ze i t r aubend  und  oft  un t e r  grossen Ver lus ten  mi t  
Hilfe der  Abso rp t ion  an Akt ivkoh le  ~ oder  Umf/i l len der  

Nuc leo t id -L i th iumsa lze  aus Methano l  mi t  Aceton 3 ge- 
t r e n n t  werden  konnte .  
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