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Results and discussion. T he  e x p e r i m e n t a l  e r ror  i n h e r e n t  
in  t he  d e t e r m i n a t i o n s  was  3%.  Th i s  e r ror  arises f rom t h e  
dev i a t i ons  possible  in  t h e  weighings  of t he  s ample  and  t he  
d rop le t  size. 

The  tool. wt.  of a pep t i de  h y d r a z i d e  d e t e r m i n e d  b y  
perch lor ic  acid t i t r a t i o n  was ca lcu la ted  f rom t he  fol lowing 
s t o i c h i o m e t r y  : 

RCONHNH~ + HC104 --~ RCONHNH3+ C10r 

The  t i t r a t i o n  us ing  t he  perchlor ic  acid in  glacial  acet ic  
acid a n d  m e t h y l  v io le t  i n d i c a t o r  h a d  s h a r p  end -po in t s  
whi le  t h e  same  acid in d i oxane  us ing  t h y m o l  b lue  as indi-  
c a t o r  gave  poor  end-po in t s .  T h e  fo rmer  t i t r a n t  gave  re- 
su l t s  wh ich  on  t h e  ave rage  were  w i t h i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  
e r ror  (Table).  

The  s t o i c h i o m e t r y  for t he  t i t r a t i o n  of pep t ide  hydraz i -  
des w i t h  N a O B r  isl~ 

RCONHNH 2 + 2HOBr-->- RCOOH + N 2 + 2HBr + H20. 

T h e  e n d - p o i n t  w i t h  m e t h y l  r ed  i nd i ca to r  is s h a r p  a n d  t he  
d e v i a t i o n  of t he  molecu la r  we igh t  found  f rom t he  t r ue  
tool. wt.  is on  t he  ave rage  3.6% (Table).  

The  o x i d a t i o n  of acid h y d r a z i d e s  b y  KMnOr invo lves  a 
3.5 e lec t ron  change  pe r  h y d r a z i d e  group 9. 

4RCONHNH~ + 3 .502 - ~  RCON = NOCR + 2RCOOH 
+ 3N~ + SHOO. 

The  t i t r a n t  does  n o t  need  a n  i n d i c a t o r  a n d  t h e  tool. wt.  
d e t e r m i n a t i o n s  h a d  t he  s ame  accu racy  as t h e  sod ium 
h y p o b r o m i t e  d e t e r m i n a t i o n s  (Table).  

Base  t i t r a t i o n  of t he  pep t i de  hyd raz ides  w i t h  p o t a s s i u m  
t -bu t0x ide  1~ (0.05N) us ing  a n y  of t he  fol lowing ind ica to r s  
gave obscure  e n d - p o i n t s :  o-n i t roani l ine ,  t r opae r o l i n  00 or 
b r i l l i an t  cresol blue.  The  bes t  e n d - p o i n t  was  o b t a i n e d  w i t h  
o-ni t roani l ine ,  t he  er ror  be ing  10 -15%.  

The  reac t ion  of K,Fe(CN)6 w i t h  acid h y d r a z i d e s  is s 

RCONHNH 2 + 4K~Fe(CN)~ + 4NaOH--~ 3KcFe(CN)~ 
+ NacFe(CN)~ + N~ + 3H~O. 

W h e n  t he  pep t i de  h y d r a z i d e  is d issolved in D M F  a n d  
excess N a O H  is added ,  t he  d i rec t  t i t r a t i o n  w i t h  K~Fe(CN)6 
p roduces  no  coIour  c h a n g e  a t  t h e  equ iva lence  po in t .  How-  
ever,  if excess KaFe(CN)~ is p r e s en t  in  t h e  a b o v e  pep t i de  
solut ion,  t he  excess N a O H  m a y  be t i t r a t e d  w i t h  t he  aid of 
p h e n o l p h t h a l e i n  i n d i c a t o r  (red to  yellow) a n d  t he  mol.  
wt.  m a y  be  d e t e r m i n e d  for t h e  pep t ide  hydraz ide .  Such  
d e t e r m i n a t i o n s  gave  on ly  10 -15% accuracy .  0 . 2 N  
K~Fe(CN)6 in 0 . 1 N  N a O H  us ing  p h e n o l p h t h a l e i n  as indi-  
c a to r  was  t e s t ed  as a d i rec t  t i t r i m e t r i c  m e t hod .  In  th i s  case 
t h e  colour  change  (yellow tO red) occurs  before  t he  equi-  

va lence  p o i n t  b u t  s lowly r eve r t s  to  t he  in i t ia l  colour.  The  
r e a p p e a r a n c e  of the  in i t i a l  colour  ind ica tes  t h a t  pep t ide  
hyd raz ides  are s lowly oxid ized  b y  K3Fe(CN)6. There fore  
t h i s  o x i d a n t  is a poor  v o l u m e t r i c  t i t r a n t  for  th i s  class of 
compounds .  

S imi la r  diff icul t ies  were encoun t e r ed  w i th  the  o x i d a n t s  
Ce(SO4)2, K~Cr,O7 a n d  ch lo ramine -T .  

D e t e r m i n a t i o n s  of t he  pep t i de  h y d r a z i d e  m a d e  w i t h  Br~ 
in glacial  acet ic  acid i nvo lved  a colour  change  a t  t he  end-  
p o i n t  of colourless to  fa in t -ye l low in  t he  absence  of a n  
indica tor .  Since the re  was so l i t t le  difference be tween  t h e  
in i t ia l  and  t he  f ina l  colour, t h e  mol.  wt.  of the  h y d r a z i d e s  
could no t  be determined w i t h  a n y  confidence.  

In  conclus ion  i t  m a y  be  s t a t e d  t h a t  pep t ide  hyd raz ides  
can  be  d e t e r m i n e d  b y  s imple  t i t r i m e t r i c  methods .  Of t h e  
t i t r a n t s  tes ted ,  perchlor ic  acid in glacial  acet ic  acid w i t h  
m e t h y l  v io le t  as i nd i ca to r  appea r s  to  be  t he  bes t  as i t s  
s t o i c h i o m e t r y  is one- to-one,  t h e  e n d - p o i n t  is sha rp  a n d  
s tab le  a n d  i t  gives t he  m o s t  a ccu ra t e  mol.  wt .  d e t e r m i n a -  
t ions .  I f  t he  pep t i de  h y d r a z i d e  has  a n  acid t i t r a t a b l e  
g roup  (e.g. c o m p o u n d  4, Table)  t h e  equ iva lence  p o i n t  
changes  accordingly .  If, however ,  one wishes to  pe r fo rm 
aqueous  t i t r a t ions ,  t h e n  a n  oxid iz ing  t i t r a n t  would be  of 
choice. Of those  o x i d a n t s  t e s t ed  K M n O  4 or N a O B r  w i t h  
m e t h y l  red  i n d i c a t o r  a p p e a r  to  be  t he  best .  The  dis- 
a d v a n t a g e  for  genera l  use of ox id iz ing  t i t r a n t s  for de ter -  
m i n a t i o n  of pep t i de  h y d r a z i d e s  is t h e  ex is tence  of oxidiz-  
ab le  a m i n o  acids.  T h u s  i t  is a d v a n t a g e o u s  to  h a v e  
ava i l ab le  b o t h  a n  ac id imet r i c  a n d  an  ox id imet r ic  me thod .  

Rdsumd. Nous  avons  d6 te rmin6  p a r  t i t r age  vo lum6 t r i que  
une  s6rie d ' h y d r a z i d e s  pep t i d iques  et  tes t6  les t i t r ages  
acides, ba s iques  et  ox idan t s .  U n  t ab l eau  condense  les 
r6su l t a t s  o b t e n u s  avec  les t ro is  mei l leurs  r6actifs  de 
t i t r age  (acide pe rch lo r ique  dans  l ' ac ide  ac6t ique glacial,  
l ' h y p o b r o m i t e  de sod ium et  le p e r m a n g a n a t e  de po tas -  
s ium) qui  son t  t ous  u t i l i sables  5. ce t  effet.  
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Culture  de ce l lu le s  e m b r y o n n a i r e s  d ' U r o d ~ l e s  sur  

Les t r a v a u x  de t~APPAPORT et  al. 1 o n t  m o n t r 6  que  pou r  
q u ' u n e  cellule adhere ,  s '6 ta le  e t  se diff6rencie sur  une  sur-  
face, celle-ci do l t  p r6sen te r  ce r ta ines  ca rac t6 r i s t iques  
phys ico -ch imiques ,  n o t a m m e n t :  1. une  cha rge  61ectrique 
su f f l san te  p a r  un i t6  de surface  pou r  p e r m e t t r e  l ' a t t a c h e -  
m e n t  d ' u n  t y p e  cel lulaire  donn6 ;  2. u n  m6can i sme  de 
p r o t e c t i o n  de ces <~sites>> con t r e  l ' excr6 t ion  des p ro tons  
p a r  la cellule apr~s a t t a c h e m e n t .  Selon ces au teurs ,  ces 
p a r a m ~ t r e s  d o i v e n t  s ' a d a p t e r  aux  ca rac t6 r i s t iques  de la 
cellule, sa taille,  son m6tabo l i sme ,  ainsi  que  la densi t6  de 
cha rge  de sa m e m b r a n e  cy top la smique .  

D ' a n t r e s  au t eu r s  se son t  6ga lemen t  int6ress6s au pro-  
b lSme de , l ' a t tachement~> de cellules A un  suppor t .  E n  
pa r t i cu l i e r  CURTIS * a d6velopp6 p lus ieurs  th6or ies  de 

u n  s u p p o r t - g e l  d ' a c r y l a m i d e  

d ' a t t achement~>  des cellules au  verre .  I1 suppose  que  cet  
a t t a c h e m e n t  r6su l t e ra i t  d ' u n  6qui l ibre  en t re  les forces 
adh6s ives  de v a n  der  W a a l s  et  les forces 61ectrostat iques  
de r6puls ion dues  aux  c h a r g e s  de surface.  

Nous  nous  s o m m e s  inspir6s  des t r a v a u x  d'HOFFMAN 
et  a l )  Pour  6 tud ie r  l ' a c t i on  de ce r ta ines  subs tances  bio-  
logiques,  s6par6es p a r  61ectrophor~se sur  gel,  sur  la  
d i f f6 renc ia t ion  cellulaire.  Nous  avons ,  d a n s  ce t r ava i l  pr6- 
l iminai re ,  r echerch6  u n  suppor t -ge l  p e r m e t t a n t  l '6 ta le-  
m e n t  et  la  d i f f6 renc ia t ion  de cellules e m b r y o n n a i r e s  
d 'Urod~les ,  selon une  t e c h n i q u e  de cu l tu re  d~j ~ d6cri te  4, 5 

Matdriel. Les cellules uti l is6es pou r  ef fec tuer  ce t r a v a i l  
son t  des cellules e m b r y o n n a i r e s  de Pleurodeles waltlii et  
d'Ambystoma mexicanum pr61ev6es sur  la  p l aque  e t  les 
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bourrelets  neuraux  ainsi que sur le feuillet chordom6so- 
blast ique sous-jacent  de neurulas.  

Techniques. Pour  que  des cellules embryonnai res  
d 'Amphib iens  en cul ture  puissent  6voluer normalement ,  
cont inuer  leur croissance et  se diff6rencier, il est n6ces- 
saire qu'el les  adh6rent  ~ un suppor t  et  s 'y  6talent.  Or, 
nous avons  pu constater ,  comme les auteurs  pr6cit6s, que  
la na tu re  du suppor t  joue un r61e pr imordia l  dans l '6tale- 
men t  cellulaire. Ainsi, des cellules embryonnai res  de 
Pleurod~le cultiv6es sur  des lamelles de verre,  de mati~re 
plast ique,  des lamelles recouver tes  d ' un  f i lm de carbone 
ou de paraffine, s 'y  6talent  et mon t ren t  pa r  la suite une 
diff6renciat ion morphologique  normaIe  des diverses cat6- 
gories celIulaires. Par  contre,  ces m~mes cellules cultiv6es 
sur des lamelles de verre  recouver tes  de vasel ine ne 
s '6 ta lent  pas et on n 'observe  pas de diff6renciat ion mor-  
phologique typique.  Dans  les myoblas tes  no t ammen t ,  des 
myofibri l les stri6es appara issent  mais  elles ne pr6sentent  
aucune organisat ion typ ique ;  elles res tent  r6parties de 
fa~on tr~s anarchique  dans le cy toplasme cellulaireS. 

Pour  pouvoir  6tudier Fact ion de substances biologiques 
incluses dans des gels, sur la diff6renciation de cellules 
embryonnaires ,  il dtai t  donc indispensable de pr6parer  
des gels sur lesquels les cellules puissent  adh6rer, s '6taler,  
croitre et se diff6rencier pendan t  plusieurs jours, sans 
pr6senter  de signes de n6crose ou de d6g6n6rescence. Les 
t r a v a u x  d 'HoFFMAN e t  al .  z e t  c e u x  d'ORNSTEIN e t  DAVIS 7 
nous ont  guid6 dans le choix init ial  de la composi t ion des 
gels d 'acry lamide .  

Apr~s leur pr6para t ion et leur st6rilisation (auto- 
clavage,  UV, ant ibiot iques ,  f i l tration),  les gels sont  
coulds dans des tubes  de verre  de 6 m m  de dialn6tre et 
70 m m  de long, d6coup6s en rondelles de 1 m m  d'6paisseur 
qui  sont  plac6es dans les chambres  de culture.  Les 
cellules embryonnai res  dissoci6es sont  alors d6pos6es sur 
les gels ~ l 'a ide d 'une  p ipe t te  Pasteur.  Les cellules t6moins 
sont d6pos6es d i rec tement  sur la lamelle de verre cons- 
t i t uan t  te fond de la chambre  de culture.  

Nous avons 6tudi6 quel type  de gel, pa rmi  ceux cit6s ci- 
apr6s, convena i t  le mieux  aux cellules en cul ture :  
1. Gels d ' ac ry lamide  ~ 3%, 7% et  9%. 2. Gels mix tes  
d 'acry lamide-carboxym6thylce l lu lose  et d ' ac ry lamide-  
hydroxy6thylcel lulose.  3. Gels d 'agarose X 1,5% et  gels 
mixtes  d 'acrylamide-agarose .  

1. Dans  une premiere  s6rie exp6rimentale ,  nous avons  
essay6 comme support  un gel d ' ac ry lamide  ~ 7% pr6par6 
selon la technique d'ORNSTEIN et ])AVIS n, le ca ta lyseur  de 
polym6risat ion de l ' ac ry lamide  6 tan t  le persulfate  d ' am-  
monium.  Pour  61iminer la pr6sence possible de substances 
non polym~ris6es, ~ la surface du gel, qui  emp6chera ient  
l 'adh6rence des cellules, nous avons proc6d6 au lavage des 
rondeltes de gel pendan t  20 tx avan t  de les int roduire  dans 
la chambre  de culture.  Certaines ont  6t6 lav~es dans la 
solut ion t a m p o n  Tris-HC1, p H  8,1, utilis6e pour  la pr6- 
pa ra t ion  du gel, d ' au t res  clans le mil ieu op6ratoire,  
d 'au t res  encore dans le mil ieu de cul ture  p rop remen t  dit.  
Les cellules cultiv6es sur les rondelles de gels lav6es, ou 
non, dans la solut ion t a m p o n  et la solution opfra to i re  ne 
s '6 ta lent  que dans  une tr~s faible proport ion.  La major i t6  
d ' en t re  elles res tent  arrondies puis d6g6n~rent. Les cellules 
cultiv6es sur les rondelles de gels lav6es dans le mil ieu de 
cul ture  s '6 ta lent  en plus grand hombre,  se d ivisent  et se 
diff6rencient.  Cependant  ces derni~res cons t i tuent  une 
minori t6  par  r appor t  ~ l ' ensemble  des cellules in t rodui tes  
dans la culture. D 'apr6s  RAPPA~'ORT (1), ce ph6nom~ne ne 
correspondrai t  ni 5. une s61ection, ni k une adap ta t ion  de 
quelques cellules. Dans  une autre  s6rie d 'exp6riences,  dans 
laquel le  nous avons  remplac6 le persulfate  d ' a m m o n i u m  
par  un aut re  catalyseur ,  la r iboflavine,  nous n ' avons  pas  

obtenu de meilleurs r6sultats.  D ' au t re s  concentra t ions  (c) 
3% et 9% d ' ac ry lamide  on t  6t6 utilis6es et  n ' on t  apport6 
aucune am6liorat ion.  

2. Nous avons alors modifi6 les propri6t6s physico- 
chimiques  des gels d ' ac ry lamide  par  incorporat ion 
d 'au t res  substances telles que la carboxym6thylcel lu lose  

0,4%, l 'hydroxy6thylcel lu lose  ~ 0,4%. Le gel mix te  
d 'acry lamide-carboxym6thylce l lu lose  ne pe rme t  l '6tale- 
m e n t  que  d 'une  faible propor t ion  de cellules. Quan t  aux 
gels mix tes  d ' ac ry lamide  et d 'hydroxy6thylcel lulose ,  ils 
inhibent  t o t a l emen t  l '6 ta lement  cellulaire. 

3. Pour  la pr6para t ion des gels mix tes  d ' ac ry lamide-  
agarose, nous avons  utilis6 la  m6thode  d'URIEL 8. Le 
m61ange des solutions d 'agarose  et  d ' ac ry lamide  st6rilis6es 
s6par6ment,  effectu6 h 55 ~ est r ap idemen t  coul6 dans 
les tubes  de verre.  Les gels sont  ensuite  d6coup6s, lav6s 
success ivement  dans 3 bains de mil ieu op6ratoire  puis 
dans un bain  de mil ieu de culture.  L e s c  d ' ac ry lamide  
utilis6es ont  6t6 de 3%, 7% et  9%, celle d 'agarose  6rant  
de O,8O%. 

Tandis  que les gels mixtes  d 'acry lamide-agarose  ~ 3% 
(et les gels d 'agarose  seul 5, 1,5%) n ' on t  pas permis  
l 'adh~rence et  l '$ ta lement  des cellules, les gels mix tes  
d 'acry lamide-agarose  ~t 7 % et  9% ont  favoris6 i ' 6 ta lement  
et la diff6renciat ion des cellules. Dans  ce cas en effet, les 
cellules cultiv6es sur ce type  de gel s '6 ta lent  en grand 
nombre  e t  la diff6renciation morphologique  des diverses 
cat6gories cellulaires se manifes te  comme  pour  les cellules- 
t6moins. 

Conclusion. De ces diverses exp6riences il ressort  que 
l '6 ta t  physico-chimique du suppor t  (porosit6, composi t ion 
ch imique  des gels) ainsi que les in teract ions  possibles entre  
mil ieu de cul ture  et  support ,  sont  des facteurs qui  ont  une 
impor tance  cer taine dans les ph6nom6nes 6tudi6s. E n  con- 
clusion, ces r6sultats soulignent  le r61e pr imordia l  jou6 par  
le con tac t  suppor t -membrane  cellulaire dans l '6 ta lement  
de celiules embryonnai res  cultiv6es in v i t ro  et  par  1A- 
m~me dans le processus de la diff6renciat ion morpho-  
logique typique.  

Summary. Cultur ing amphib ian  embryonic  cells on 
different  supports  suggests t i le  i m p o r t a n t  role p layed by  
the  con tac t  between support  and cellular m e m b r a n e  in 
spreading and morphological  di f ferent ia t ion of these cells. 
They  spread on glass bu t  do not  spread when glass is 
covered by  acry lamide  gels (3%, 7% and 9%), by  acryl-  
amide-carboxymethylce l lu lose ,  or ac ry lamide-hydroxy-  
ethylcellulose gels, or by agarose gel (1,5 %). Nevertheless ,  
cells spread and different iate  on mixed  acry lamide  (7% or 
9%) agarose (0.80%) gels. 
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