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The azo dye is not  soluble in water bu t  in lipids, so tha t  
it  is probable tha t  it migrates into the fat vacuoles of 
the fungal cell after its enzymatic formation. As the 
site of deposition need not  to be identical with the site 
of formation, it is impossible to assign exactly the reaction 
granules to individual cell particles. 

The reason for the absence of any staining after 
incubation with L-tyr0sine as substrate is very probably 
that  all 3 fungi do not  produce tyrosinase under the 
given conditions. This can be explained by the composi- 
t ion of the culture medium. Malt extract solution con- 
tains all nutr ients  for the most commonly occurring fungi 
and thus for the organisms examined in this case. HORO- 
WITZ and SHEN x~ found that  Neurospora shows strong 
tyrosinase activity only when it  is grown on a sulfur- 
deficient medium. The tyrosinase inhibitor suspected by 
these authors might also to a large extent restrict enzyme 
production in the malt  extract solution. Whether, and 
under what conditions, A./umigatus and Aur. pullulans 
can produce tyrosinase is not  known. 

Zusammen[assung. Nachweis des Enzyms p-Diphenol: 
O~ oxidoreductase (Laccase) in den Zellen der Pilze 
Aspergillus fumigatus, A ureobasidium pullulans und Neu- 
rospora sitophila dutch einen Azofarbstoff, der mittels 
Kupplung des enzymatisch gebildeten p-Chinons mit  
BESTI~ORIq'S Hydrazon (3-Methyl-benzthiazolon(2)-hydra- 
zon-hydrochlorid) entsteht. Als Substrat  wird Hydro- 
chinon verwendet. Der Farbstoff wird in runden, rot- 
braunen Granula abgelagert. Kontrollreaktionen bestA- 
tigen die Spezifit/it der Reaktion. 
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Microm~thode  de d o s a g e  des  ant i corps  ant ia l lo type  chez  la Sour i s  par un  test  de l ia i son  avee  le 
f r a g m e n t  Fc m a r q u 6  A l ' iode radioact i f  

I1 s'agit de doser dans un sCrum de Souris C 57 BI/5 
les anticorps anti-Igla, c'est-A-dire anti-IgG de Souris 
CBA. Le dCterminant Igla se trouve sur le fragment Fc 
de l ' IgG de Souris CBA. On peut  marquer ce fragment 
Fc par l'iode radioactif. Les anticorps anti-Igla doivent 
se lier aux fragments Fc marquCs de l ' IgG Igla. I1 est 
possible ensuite de prCcipiter les anticorps liCs, sans prC- 
cipiter les fragments Fc non liCs, grace A un s6rum de 
Lapin ant i  Fab de Souris. 

La mesure de la radioactivit6 du pr6cipit6 permettra 
de dCduire la capacit6 de liaison avec l 'atlotype Igla des 
anticorps d 'un  s6rum anti-Igla. 

La courbe de la radioactivit6 du pr6cipit6 en fonction 
de la dilution d 'un  s6rum anti-Igla de r6f6rence de titre 
connu permet aussi de doser l 'activit6 d 'un  s6rum anti-  
Igla en pourcentage d'activit6 du s6rum de r6f6rence. 

Matdriel et mdthodes. PrCparation des fragments Fab 
et Fc d ' IgG de Souris CBA. L ' IgG est obtenue A partir  
de sCrum normal de Souris CBA par prCcipitation au 
moyeu d 'une  solution de sulfate d ' ammonium saturCe 

35~/o puis par chromatographic sur DEAE Cellulose. 
Digestion de l ' IgG (100 mg) 16 h ~, 37°C par la papa~ne 
/~ 1% (Worthington) activCe par  du mercaptoCthanol. 
Les rCsidus sont passCs Atravers une colonne de sephadex 
G 75: on recueille le pic des fragments 3 S. On applique 
un gradient d'61ution: de Tris 0,01M sans C1Na A Tris 
0,01M C1Na O,4M. On obtient  2 pics A la sortie: le 
premier correspond au fragment Fab, le second au 
fragment Fc. 

Marquage du fragment Fc Igla par l 'iode 131 avec la 
technique ~ la Chloramine T 1. On a obtenu une solution 
de Fc marquCe /~ 25 ~zCi/ml et 5 ~g/ml. Le fragment Fc 
peut  6galement 6tre marqu6 g l 'iode 125. 

PrCparation du sCrum de Lapin ant i -Fab de Souris 
CBA. On a immunis6 des Lapins avec les fragments Fab. 
On a obtenu un sCrum de Lapin ant i -Fab de Souris 
contenant  2, 7 mg/ml d'anticorps avec une activit6 anti-Fc 
inf6rieure ~ 10~/o. 

Pr6paration du s6rum anti-Igla. On immunise des 
Souris C 57 BI/6 avec des suspensions de 2 × 109 bacilles 
HdmopMlus pertussis formol6s agglutin6s par des anti-  
corps anti-Hdmoph$lus pertussis dCveloppCs chez des 

Souris CBA. On teste les s6rums immuns  C 57 B1/5 
contre du s6rum CBA par pr6cipitation en gel d 'agar 
suivant  la technique d'OuCHTERLONY ~, qui montre un  
trai t  de pr6cipitation. 

M6thode de microdosage des anticorps antiallotype. 
A 10 V1 de solution de s6rum-albumine de bceuf ~, 1 mg/ml 
contenant  8 ~g/ml de fragment Fc non marqu6, on m6- 
lange 10 V1 de solution de Fc marqu6 par l 'iode 131 
5 &g/ml. Ces concentrations en fragment Fc ont 6t6 
trouv6es optimales. On ajoute 10 V1 de s6rum anti-Igla 

diverses dilutions dans du s6rum normal de Souris 

6~10 ~' 

._~ ~10 3 

~ I 

Dilution 

RadioactivitY, exprimfe en impulsions par minute, des fragments 
Fe (Igla) marqu6s par 131I pr6cipit6s de fagon sp6cifique par liaison 
aux antieorps anti-Igla grace au sfrum anti-Fab, en fonction de 
la dilution d'un serum anti-Igla. 
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C 57 B1/6. On  laisse i n c u b e r  10 m i n  A t e m p e r a t u r e  ordi-  
na i re .  On  a j o u t e  100 ~tl de  s6 rum a n t i - F a b .  On  i n c u b e  

+ 4 ° C  p e n d a n t  la  nu i t .  O n  cen t r i fuge  ensu i t e  30 m i n  
t~ 4 0 0 0 0 g  t~ + 4 ° C .  O n  m e s u r e  la  r a d i o a c t i v i t 6  d a n s  le 
pr6cipi t6 .  C h a q u e  dosage  es t  effectu~ en  double .  

R 6 s u l t a t s  e t  d iscuss ion.  L a  F igu re  m o n t r e  les rad io-  
ac t iv i t6 s  m o y e n n e s  de Fc  m a r q u 6  pr$cipi t6es  sp6cif ique-  
m e n t  e n  fonc t i on  de  la  d i l u t i o n  du  s6 rum an t i - Ig l a .  L a  
r a d i o a c t i v i t 6  t o t a l e  p r6c ip i t ab l e  p a r  l ' ac ide  t r ich lorac6-  
t i q u e  es t  de  14950 i m p u l s i o n s  p a r  m i n u t e  ( ipm).  O n  a 
s o u s t r a i t  des  r ad ioac t i v i t~ s  t o t a l e s  pr~cipi t~es,  la  rad io-  
ac t iv i t6  pr$cipi t~e  de  fa~on n o n  sp~cif ique qu i  r ep r6sen t e  
12 ,3% de  la  r a d i o a c t i v i t 6  d u  s u r n a g e a n t  c o m m e  on  l ' a  
c o n s t a t 6  avec  le s 6 r u m  n o r m a l  C 57 B1/6. Ce t t e  c o u r b e  
p e r m e t  de  d 6 t e r m i n e r  so i t  u n e  d i l u t i o n  i n c o n n u e  de  ce 
s~ rum so i t  l ' a c t i v i t 6  d u  s6 rum a n t i - I g l a  de  r6f6rence.  

On  p e u t  auss i  ca lcu le r  /~ p a r t i r  de  ces r6 su l t a t s  la  
capac i t*  d e  l i a i son  d u  s 6 r u m  a n t i - I g l a  ut i l i s6  avec  te  
f r a g m e n t  F c  d ' i m m u n o g l o b u l i n e  Igla .  L a  d i l u t i on  de  
s 6 r u m  c o r r e s p o n d a n t  ~t 33% de  p r~c ip i t a t i on  de  la  rad io-  
a c t i v i t 6  sp6cif ique des  f r a g m e n t s  Fc  m a r q u 6 s  li6s a u x  

a n t i c o r p s  es t  e n t r e  1 e t  1/=. On  en  d 6 d u i t  q u e  la  capac i t6  
de l i a i son  de  s6 rum es t  de  5,2 izg de  F c ] m l  de  s6rum.  

Summary. W e  descr ibe  a n ew  b i n d i n g  t e s t  of a n t i -  
a l l o type  a n t i b o d i e s  a n t i - I g l a  f rom C 57 B1/6 mouse  
s e rum w i t h  Fc  f r a g m e n t s  of CBA  mouse  Ig G  labe l led  
w i t h  131 (or 125) iodine.  T h e  p r e c i p i t a t i o n  of b o u n d  
a n t i b o d i e s  is a c h i e v e d  b y  r a b b i t  a n t i - m o u s e  F a b  se rum.  
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A N e w  Cul ture  F l a s k  for  C i n e m i c r o g r a p h y  

Kine t i c s  of i n d i v i d u a l  cells  c a n  be  s t ud i ed  b y  in te r -  
m i t t e n t  o b s e r v a t i o n  u n d e r  a p h a s e  microscope .  Cine-  
m i c r o g r a p h y l ,  * a n d  t i m e - l a p s e  p h o t o g r a p h y  3 m a y  be  

Fig. 1. Culture flask for cinematography. 
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Fig. 2. Top and Side view of the culture flask. 
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used  to  record  p e r m a n e n t l y  t h e  ch an g es  u n d e r g o n e  b y  
t h e  cells b e i n g  s tud ied .  

A cu l t u r e  vessel  especia l ly  des igned  4 for  m i c r o p h o t o -  
g r a p h y  u t i l i z ing  a r egu la r  p h a s e  mic roscope  is r e p o r t e d  
(Figures  1 a n d  2). T h e  f lask  c a n  b e  sea led  w i t h  a 00 
s i l icon r u b b e r  s t oppe r ;  the re fore ,  i t  m a y  be  ut i l ized in 
a s imple,  t e m p e r a t u r e - c o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t ,  a n d  does  
n o t  necess i t a t e  a h u m i d ,  COz a t m o s p h e r e .  T h e  c e n t e r  
well  a l lows t h e  i n t r o d u c t i o n  of a 1 0 X  or  a 16X ob j ec t i ve  
lens,  wh ich  is a d e q u a t e  for  m o s t  k ine t i c  s tudies .  

T h e  f lask is m a d e  of op t i ca l l y  t r a n s p a r e n t  P y r e x  glass, 
a n d  can  be  a u t o c l a v e d  in  t h e  usua l  fashion.  To reuse  t h e  
bot t le ,  t h e  cells are  r e m o v e d  b y  t r y p s i n i z a t i o n ;  t h e  f lask  
is t h e n  t r e a t e d  w i t h  b i c h r o m a t e  so lu t ion  for  15 min.  T h e  
vessel  is r insed  5 t i m e s  w i t h  t a p  wate r ,  5 t i m e s  w i t h  
dis t i l led  water ,  a n d  5 t i m e s  w i t h  double -d i s t i l l ed  water ,  
a f t e r  wh ich  i t  is r e a d y  for  s te r i l iza t ion .  

T h i s  cu l t u r e  vessel  h a s  been  r e p e a t e d l y  ut i l ized in  our  
l a b o r a t o r y  for  k ine t i c  s tud ies  of l o n g - t e r m  cu l tu res  of 
h u m a n  l y m p h o c y t e s .  I t  h a s  d e m o n s t r a t e d  ve r sa t i l e  uses  
a n d  exce l l en t  op t i ca l  qua l i t i e s  5. 

Resumen. Se descr ibe  u n  frasco de cu l t i vo  especia l -  
m e n t e  a d a p t a d o  p a r a  la c inemicrogra f ia  b a j o  mic roscop io  
de  fase. 
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