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Results and discussion. The experimental error inherent
in the determinations was 39%,. This error arises from the
deviations possible in the weighings of the sample and the
droplet size.

The mol. wt. of a peptide hydrazide determined by
perchloric acid titration was calculated from the following
stoichiometry: :

RCONHNH, + HCIO, > RCONHNH;* ClO,-

The titration using the perchloric acid in glacial acetic
acid and methyl violet indicator had sharp end-points
while the same acid in dioxane using thymol blue as indi-
cator gave poor end-points. The former titrant gave re-
sults which on the average were within the experimental
error (Table).

The stoichiometry for the titration of peptide hydrazi-
des with NaOBr is!?

RCONHNH, + 2HOBr - RCOOH + N, + 2HBr + H,0.

The end-point with methyl red indicator is sharp and the
deviation of the molecular weight found from the true
mol. wt. is on the average 3.6%, (Table).

The oxidation of acid hydrazides by KMnO, involves a
3.5 electron change per hydrazide group®.

4RCONHNH, + 3.50,> RCOXN = NOCR + 2RCOOH
+ 3N, + SH,0.

The titrant does not need an indicator and the mol. wt.
determinations had the same accuracy as the sodium
hypobromite determinations (Table).

Base titration of the peptide hydrazides with potassium
t-butoxide!? (0.05N) using any of the following indicators
gave obscure end-points: o-nitroaniline, tropaerolin 00 or
brilliant cresol blue. The best end-point was obtained with
o-nitroaniline, the error being 10-159.

The reaction of K;Fe(CN)g with acid hydrazides is®

RCONHNH, + 4K,Fe(CN)s + 4NaOH — 3K,Fe(CN),
+ Na,Fe(CN), + N, + 3H,0.

When the peptide hydrazide is dissolved in DMF and
excess NaOH is added, the direct titration with K,Fe(CN),
produces no colour change at the equivalence point. How-
ever, if excess K;Fe(CN)q is present in the above peptide
solution, the excess NaOH may be titrated with the aid of
phenolphthalein indicator (red to yellow) and the mol.
wt. may be determined for the peptide hydrazide. Such
determinations gave only 10-159% accuracy. 0.2N
K Fe(CN)g in 0.1 N NaOH using phenolphthalein as indi-
cator was tested as a direct titrimetric method. In this case
the colour change (yellow to red) occurs before the equi-
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valence point but slowly reverts to the initial colour. The
reappearance of the initial colour indicates that peptide
hydrazides are slowly oxidized by K;Fe(CN),. Therefore
this oxidant is a poor volumetric titrant for this class of
compounds.

Similar difficulties were encountered with the oxidants
Ce(50,),, K,Cr,O, and chloramine-T.

Determinations of the peptide hydrazide made with Br,
in glacial acetic acid involved a colour change at the end-
point of colourless to faint-yellow in the absence of an
indicator. Since there was so little difference between the
initial and the final colour, the mol. wt. of the hydrazides
could not be determined with any confidence.

In conclusion it may be stated that peptide hydrazides
can be determined by simple titrimetric methods. Of the
titrants tested, perchloric acid in glacial acetic acid with
methyl violet as indicator appears to be the best as its
stoichiometry is one-to-one, the end-point is sharp and
stable and it gives the most accurate mol. wt. determina-
tions. If the peptide hydrazide has an acid titratable
group (e.g. compound 4, Table} the equivalence point
changes accordingly. If, however, one wishes to perform
aqueous titrations, then an oxidizing titrant would be of
choice. Of those oxidants tested KMnO, or NaOBr with
methyl red indicator appear to be the best. The dis-
advantage for general use of oxidizing titrants for deter-
mination of peptide hydrazides is the existence of oxidiz-
able amino acids. Thus it is advantagecus to have
available both an acidimetric and an oxidimetric method.

Résumé. Nous avons déterminé par titrage volumétrique
une série d’hydrazides peptidiques et testé les titrages
acides, basiques et oxidants. Un tableau condense les
résultats obtenus avec les trois meilleurs réactifs de
titrage (acide perchlorique dans 'acide acétique glacial,
I’hypobromite de sodium et le permanganate de potas-
sium) qui sont tous utilisables & cet effet.

M. FriDKIN and H. J. Goren1?

Department of Biophysics,
The Weizmann Institute of Science,
Rehovot (Isvael), 29 December 7969.

18 A, Partcuornix and S. SuavtieL, Bull. Res. Coun. Israel 174, 224
(1962).

19 Acknowledgment. H. J. GoreN is grateful for the Post-doctoral
Fellowship awarded him by the National Research Council of
Canada, which enabled him to carry out this research.

Culture de cellules embryonnaires d’Urodéles sur un support-gel d’acrylamide

Les travaux de RAPPAPORT et al.l ont montré que pour
qu’une cellule adhére, s’étale et se différencie sur une sur-
face, celle-ci doit présenter certaines caractéristiques
physico-chimiques, notamment: 1. une charge électrique
suffisante par unité de surface pour permettre l'attache-
ment d’un type cellulaire donné; 2. un mécanisme de
protection de ces «sites» contre l'excrétion des protons
par la cellule aprés attachement. Selon ces auteurs, ces
paramétres doivent s’adapter aux caractéristiques de la
cellule, sa taille, son métabolisme, ainsi que la densité de
charge de sa membrane cytoplasmique.

D’autres auteurs se sont également intéressés au pro-
bléme de «Yattachement» de cellules & un support. En
particulier CurTtis? a développé plusieurs théories de

«l’attachement» des cellules au verre. Il suppose que cet
attachement résulterait d’un équilibre entre les forces
adhésives de van der Waals et les forces électrostatiques
de répulsion dues aux charges de surface.

Nous nous sommes inspirés des travaux d’HorrMaN
et al.® pour étudier l’action de certaines substances bio-
logiques, séparées par électrophorese sur gel, sur la
différenciation cellulaire. Nous avons, dans ce travail pré-
liminaire, recherché un support-gel permettant 1'étale-
ment et la différenciation de cellules embryonnaires
d’Urodéles, selon une technique de culture déja décrite 3,

Matéviel. Les cellules utilisées pour effectuer ce travail
sont des cellules embryonnaires de Pleurodeles waltlii et
A’ Ambystoma mexicanum prélevées sur la plaque et les
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bourrelets neuraux ainsi que sur le feuillet chordoméso-
blastique sous-jacent de neurulas.

Techniques. Pour que des cellules embryonnaires
d’Amphibiens en culture puissent évoluer normalement,
continuer leur croissance et se différencier, il est néces-
saire qu’elles adhérent & un support et s’y étalent. Or,
nous avons pu constater, comme les auteurs précités, que
la nature du support joue un rdle primordial dans 1’étale-
ment cellulaire. Ainsi, des cellules embryonnaires de
Pleurodéle cultivées sur des lamelles de verre, de matiére
plastique, des lamelles recouvertes d’un film de carbone
ou de paraffine, s’y étalent et montrent par la suite une
différenciation morphologique normale des diverses caté-
gories cellulaires. Par contre, ces mémes cellules cultivées
sur des lamelles de verre recouvertes de vaseline ne
s’étalent pas et on n’observe pas de différenciation mor-
phologique typique. Dans les myoblastes notamment, des
myofibrilles striées apparaissent mais elles ne présentent
aucune organisation typique; elles restent réparties de
facon trés anarchique dans le cytoplasme cellulaire®.

Pour pouvoir étudier ’action de substances biologiques
incluses dans des gels, sur la différenciation de cellules
embryonnaires, il était donc indispensable de préparer
des gels sur lesquels les cellules puissent adhérer, s’éfaler,
croitre et se différencier pendant plusieurs jours, sans
présenter de signes de nécrose ou de dégénérescence. Les
travaux d’HorFFMaN et al.® et ceux d’ORNSTEIN et Davis?
nous ont guidé dans le choix initial de la composition des
gels d’acrylamide.

Aprés leur préparation et leur stérilisation (auto-
clavage, UV, antibiotiques, filtration}, les gels sont
coulés dans des tubes de verre de 6 mm de diamétre et
70 mm de long, découpés en rondelles de 1 mm d’épaisseur
qui sont placées dans les chambres de culture. Les
cellules embryonnaires dissociées sont alors déposées sur
les gels a ’aide d’une pipette Pasteur. Les cellules témoins
sont déposées directement sur la lamelle de verre cons-
tituant le fond de la chambre de culture.

Nous avons étudié quel type de gel, parmi ceux cités ci-
aprés, convenait le mieux aux cellules en culture:
1. Gels d’acrylamide & 3%, 7% et 9%. 2. Gels mixtes
d’acrylamide-carboxyméthylcellulose et d’acrylamide-
hydroxyéthylcellulose. 3. Gels d’agarose a 1,59%, et gels
mixtes d’acrylamide-agarose.

1. Dans une premiére série expérimentale, nous avons
essayé comme support un gel d’acrylamide a 7%, préparé
selon la technique d’ORNSTEIN et Davis®, le catalyseur de
polymérisation de l'acrylamide étant le persulfate d’am-
monium. Pour éliminer la présence possible de substances
non polymdrisées, a la surface du gel, qui empécheraient
I’adhérence des cellules, nous avons procédé au lavage des
rondelles de gel pendant 20 h avant de les introduire dans
la chambre de culture. Certaines ont été lavées dans la
solution tampon T7is-HCl, pH 8,1, utilisée pour la pré-
paration du gel, d’autres dans le milieu opératoire,
d’autres encore dans le milieu de culture proprement dit.
Les cellules cultivées sur les rondelles de gels lavées, ou
non, dans la solution tampon et la solution opératoire ne
s’étalent que dans une trés faible proportion. La majorité
d’entre elles restent arrondies puis dégénérent. Les cellules
cultivées sur les rondelles de gels lavées dans le milieu de
culture s’étalent en plus grand nombre, se divisent et se
différencient. Cependant ces derniéres constituent une
minorité par rapport a I’ensemble des cellules introduites
dans la culture. D’aprés RAPPAPORT (1), ce phénomene ne
correspondrait ni & une sélection, ni a nne adaptation de
quelques cellules. Dans une autre série d’expériences, dans
laquelle nous avons remplacé le persulfate d’ammoninm
par un autre catalyseur, la riboflavine, nous n’avons pas
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obtenu de meilleurs résultats. D’autres concentrations (¢)
3% et 9% d’acrylamide ont été utilisées et n’ont apporté
aucune amélioration.

2. Nous avons alors modifié les propriétés physico-
chimiques des gels d’acrylamide par incorporation
d’autres substances telles que la carboxyméthylcellulose
a 0,4%, Vhydroxyéthylcellulose a 0,4%. Le gel mixte
d’acrylamide-carboxyméthylcellulose ne permet 1'étale-
ment que d’une faible proportion de cellules. Quant aux
gels mixtes d’acrylamide et d’hydroxyéthylcellulose, ils
inhibent totalement 1’étalement cellulaire,

3. Pour la préparation des gels mixtes d’acrylamide-
agarose, nous avons utilis¢é la méthode d’UrIiEr®. ILe
mélange des solutions d’agarose et d’acrylamide stérilisées
séparément, effectué a 55°C, est rapidement coulé dans
les tubes de verre. Les gels sont ensuite découpés, lavés
successivement dans 3 bains de milieu opératoire puis
dans un bain de milieu de culture. Les ¢ d’acrylamide
utilisées ont été de 3%, 7% et 9%, celle d’agarose étant
de 0,809%,.

Tandis que les gels mixtes d’acrylamide-agarose a 3%,
(et les gels d’'agarose seul a 1,59%) n’ont pas permis
I'adhérence et 'étalement des cellules, les gels mixtes
d’acrylamide-agarose a 7%, et 99, ont favorisé I’étalement
et la différenciation des cellules. Dans ce cas en effet, les
cellules cultivées sur ce type de gel s’étalent en grand
nombre et la différenciation morphologique des diverses
catégories cellulaires se manifeste comme pour les cellules-
témoins.

Conclusion. De ces diverses expériences il ressort que
I’état physico-chimique du support (porosité, composition
chimique des gels) ainsi que les interactions possibles entre
milieu de culture et support, sont des facteurs qui ont une
importance certaine dans les phénomeénes étudiés. En con-
clusion, ces résultats soulignent le role primordial joué par
le contact support-membrane cellulaire dans 1’étalement
de cellules embryonnaires cultivées in vitro et par la-
méme dans le processus de la différenciation morpho-
logique typique.

Summary. Culturing amphibian embryonic cells on
different supports suggests the important role played by
the contact between support and cellular membrane in
spreading and morphological differentiation of these cells.
They spread on glass but do not spread when glass is
covered by acrylamide gels (3%, 7% and 9%), by acryl-
amide-carboxymethylcellulose, or acrylamide-hydroxy-
ethylcellulose gels, or by agarose gel (1,5%). Nevertheless,
cells spread and differentiate on mixed acrylamide (79 or
99%) agarose (0.809%,) gels.
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