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resul ts  of t r e a t m e n t  w i th  thiols  of a large n u m b e r  of 
sffmples. 

Theore t ica l ly  th is  compara t i ve  immunod i f fus ion  con- 
cept  m a y  be appl ied  for t he  de tec t ion  of molecular  size 
differences be tween  any  p ro te ins  able to  be p rec ip i t a t ed  
by  t h e  same ant i serum.  In  Figure  5 is shown the  s t u d y  
t h rough  th i s  t e s t  of a cont ro l  and  a papa in -d iges t ed  
solut ion of IgG. No t  only the  increased dif fusibi l i ty  of t he  
diges t  p roduc t s  b u t  t he  difference in diffusion ra te  
be tween  F a b  and  Fc  f r agmen t s  are shown. ~~ 

Rdsumd. Des diff6rences dans  les d imens ions  mo16cu- 
Iaires de prot6ines  possgdan t  des sp6cificit6s ant ig6Mques 
c o m m u n e s  sont  t r adu i t e s  par  des dif ferences  darts la 
d i f fus ion  en gels d 'agarose .  Ces diff6rences sont  fac i lement  
raises en 6vidence pa r  un t e s t  de double  immunodi f fus ion  

en geI d 'agarose ,  en e m p l o y a n t  un  a r r a n g e m e n t  special  
des 6chanti l lons ant ig6niques  e t  de l ' an t i se rum.  
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Electron-Microscopic Study of Antibody-Producing (Plaque-Forming) Spleen Cells of the Tortoise 
Agrionemys horsfieldi Gray 

In  t he  pas t  few years  t he  hemoly t i c  p laque  t echn ique  
has been  a d a p t e d  to  e lec t ron-microscopy,  t h u s  p rov id ing  
a poss ib i l i ty  t o  s t u d y  the  u l t r a s t ruc tu re  of an t i body -  
fo rming  cells t 4. So far  a n t i b o d y - p r o d u c i n g  cells of 
po ik i lo thermic  ve r t eb ra t e s  have  no t  been  sub jec ted  to 
u l t r a - s t ruc tu ra l  analysis.  The technique ,  originally de- 
scr ibed for m a m m a l i a n  cells, was used to  s t u d y  spleen 
cells of t he  tor toise .  The kinet ics  of b o t h  an t i b o d y  
fo rma t ion  5-9 and the  p roduc t ion  of p laque- fo rming  cells to 
in t he  to r to i se  have  been descr ibed recent ly .  These cells 
of Agrionemys (Testudo) horsfieldi Gray have  an average  
d i ame te r  of 10 ~tm and  an eccentr ic  nucleus. 

The u l t r a - s t ruc tu re  of p laque- fo rming  cells of t he  
tor to ise  shows great  var ia t ion.  Some cells have  a com- 
pa ra t ive ly  p r imi t ive  cy top lasmic  morpho logy  wi th  a 
s l ight ly  developed endop lasmat i c  re t iculum, numerous  
r ibosomes,  whi le  only  few adhere  to  the  endop lasmat i c  
re t icu lum,  and an  Mmost  spher ical  nucleus (Figure 1). In  

all t ypes  of p laque- fo rming  cells there  are some large 
mi tochondr ia .  In  cells mos t  f r equen t ly  observed,  an 
endop lasmat i c  re t i cu lum wi th  typica l ly  e x t e n d e d  cis terns  
m a y  be  noted.  The nucleus has  an i rregular  shape  
(Figure 2). There  are' i n t e rmed ia t e  s tages b e t w een  these  
2 cell- types.  Up to  t o d a y  no an t i b o d y -p ro d u c i n g  cell 
w i th  the  charac ter i s t ica l ly  layered e rgas top lasm of t he  

Fig. 2. An antibody-producing cell of tortoise with extended endo- 
plasmie cisterns. • 20,000. 

Fig. 1. A plaque-forming ceil of tortoise with a comparatively 
primitive morphology of cytoplasm. • 20,000. 
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typica l  p lasma cell of m a m m a l s  could be found in the  
tortoise. I t  m a y  therefore  be assumed t h a t  the  an t ibody-  
forming cell of the  tor toise  is a more  p r imi t ive  cell t han  
the  p lasma cell of mammals .  Since in the  evolu t ionary  
scale, m a m m a l s  have  developed f rom reptiles, the  above  
described types  of p laque-forming cells of the  tor toise  
m a y  be considered to represent  phylogenet ic  precursors of 
p lasma cells. 

/ieldi Gray), die m i t  H a m m e l e r y t h r o z y t e n  immunis ie r t  
worden waren, wurden  e lekt ronenmikroskopisch unter-  
sucht. Die Fe i i i s t ruk tur  dieser Zellell deu te t  daruuf hin, 
dass es sich um einen Zel l typ handelt ,  der als phylo-  
genet ischer  Vorl/~ufer der  Plasmazel len yon S~iugetierell 
angesehen werden kann. 

H. AMBROSIUS and G. HOHEISEL 

Zusammen[assung. AntikSrper  produzierende (~ P laque  }> Sektion Biowissenscha[ten der Ka7l-Mc~rx- Universit4t, 
bildende) Milzzellen yon Schi ldkr6ten (dgrionemys hers- 707 Leipzig (DDR), 26 J u n e / 9 6 9  

E t u d e  i m m u n o c h i m i q u e  et  6 1 e c t r o p h o r 6 t i q u e  de  la  

La conidiat ion de Neurospom crassc~, util is6e comme  
modble de diff6renciatioii  cellulaire, a 6t6 6tudi6e sous 
diff6rents angles: I I l t ras t ructural  ~-3, m6tahol ique  4 e t  
g6n6tique 5. L ' approche  immul loch imique  n ' a  6t6 que  
ra rement  utilis6e, suit par  la technique  d 'agglut ina t io l l  6, 
suit avec un crit6re ma jeur  d 'ordre  phyl6t ique v. P o u r t a n t  
une telle m6thode devra i t  pouvoi r  fournir, comme  il a 
6t6 d6montr6 sur tou t  en morphogen6se des Myxomy-  
cbtes s et  des an imaux  9, un moyen  sensible de d6tect ion 
des changements  macromol6culaires  sp6cifiques d e v a n t  
accompagner  n6cessairement  la diff6renciation cellulaire 
et, daiis le cas part iculier ,  la diff6renciation conidienne. 
Pa rmi  les macromol6cules  ant ig6niques impliqu6es dans 
un tel  processus, les prot6ines apparaissel l t  comme  les 
plus impor tan tes  ; il 6fair donc int6ressant  d 'ent reprendre ,  
parall61emen~ ~ l ' immuno61ectrophor6se, une 6rude ana-  
ly t ique  des pro t6 inogrammes  apr6s s6parat ion 61ectro- 
phor6t ique sur gel d ' acry lamide .  

N. crassa offre l ' avan tage  de pr6senter, en PlUS de son 
type  sauvage l lormalement  collidiog6ne, plusieurs souches 
mutan tes  s coiiidiatioll  d6ficiente. Dans  ce t te  premi6re 
6tude, nous nous sommes l imi t6s  s la compara ison de la 
souche sauvage Lindegren  A (Nc+) et  du m u t a n t  ~amyc>> 
(No 305 A, F u n g a l  Genetics Stock Center,  D a r m o u t h  
College, Hanover ,  N. t t . ,  USA),  int6ressant  parce qu ' i i ica-  
p~ble de s6parer des 616mellts conidiens libres (aschizo- 
g611ie~~ Ces souches ont  6t6 cultiv6es 96 h ~ 27~ ell 
mil ieu l iquide agit4 P de WESTERGAARD et  MITCHELL 11 
con tenan t  2% de saccharose (milieu Ps). Les g~.teaux 
myc61iens r6c01t6s et lyophilis6s ont  6t6 broy6s dans du 
t a m p o n  phosphates  (selon Sorensen, p H  7,2) en pr6sellce 
de sable de quar tz  duns uii mor t ie r  refroidi. Apr6s centr i-  
fugat iol l  de l ' homog6na t  ~ 10000g,  le surnageant  a 
const i tu6 notre  mosaique  ant ig6nique soluble. 

Pour  l ' aspec t  immunoch imique ,  nous  averts p rodui t  des 
ant is6rums par  inject ions r6p6t6es k des lapins de com- 
posants  solubles cytoplasmiques,  ex t ra i t s  suit  du type  
sanvage  suit  du mutan t ,  selon Ia m6thode d6crite ci-desslls. 

L ' ana lyse  immuno61ectrophor6t ique des ex t ra i t s  allti- 
g6niques r6v616s par  les antis6rumns homologues  nous a 
donn6 des d iagrammes  caract6ris t iques de chaque souche 
(Figure 1, a e t  b). La  s t ruc ture  des aiitig6nes de N. crassa 
sauvage,  appr6ci6e sur la m6me lame par  les immuno-  
s6rums homologues  et  h6t6rologues anti-<~amyo> en r4ac- 
t iol l  crois6e, est  i l lustr6e duns la Figure  lc.  

Les identi t6s et  les diff6rences ant ig6niques entre  
souche conidienne sauvage  e t  souche muta i i t e  on t  6t6 
raises en 4vidence par  le s6rum homologl le  absorb6 par  
l 'ant ig6ne <~amyc~> (voir arc diff6rentiel,  F igure  ld).  Avec  

c o n i d i a t i o n  de  Neurospora  crassa 

une telle absorption,  un seul composant  sp6cifique a 6t6 
isoI6 pour  la souche conidienne. I1 s 'agi t  d 'u l l  cons t i tuant  
16g6rement basique,  d6j~ ne t t emel l t  d6tectable  duns le. 
d i ag ramme g l o b a l  compara t i f  (Figure lc) parce qu ' i l  
6tai t  le seul situ6 exac t emen t  dans eet te  mgme posi t ion 
16g6rement cathodique,  sans t rouver  de correspondant  
dans les arcs de pr6cipi ta t ion d e  l'<~amyo>. 

Le m u t a n t  <~amyc>> a r6cemment  pu 6tre indui t  s coni- 
diat ion sur un milieu oxyda t i f  o p t i m u m  1~, comprenan t  
l ' ac6ta te  e t  le succinate  c o m m e  sources de C (milieu 
P a + s u ) .  I1 4tai t  d6s lots int6ressant  de rechercher  si, 
parall61ement ~ la res taura t ion  de la fonctiol l  collidio- 
g6ne, l 'arc  de pr6cipitat iol l  dO s l 'ant ig6ne caract6r is t ique 
de la souche sauvage conidi0gbne r6apparaissait .  

Pour  v6rifier cet te  hypoth6se,  nous avons effectu6 la 
r6act ion h4t4rologue entre  les ex t ra i t s  d'<~amyo> gu6ri 
sur ac6tate  + succii iate et  le s6rum de Ia souche sauvage 
conte l lant  l ' an t icorps  sp6cifique mis ell 6vidence plus 
haut .  Cet te  r6actioll  nous a e f fec t ivement  permis  de 
re t rouver  l 'arc  de pr6cipi ta t ion caract6r is t ique de la 
souche sauvage conidiog6ne (Figure le). Nous pouvoiis  
d6s lors penser  que cet  arc caract6r is t ique de la souche 
sauvage et  qui  accompagne  la res taura t ion  de la capacit6 
conidiog6ne chez le m u t a n t  consid6rG repr6seiite fin com- 
posant  ant ig6nique impl iqu  6 dans la di if6renciat ion des 
macroconidies  de Neurospora. 

Le tes t  posi t i f  de d6naturat ioi i  t he rmique  (60 ~ des 
ex t ra i t s  allt ig6niques; sugg6rant  la na tu re  prot6inique de 
l 'al l t ig6ne diff6rentiel,  nous a engag6s ~ ent reprendre  
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