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RÉSUMÉ

Les caractéristiques de la souche BHK 21/13 permettent de l’utiliser facilement comme
outil génétique.

Les conditions de culture et de clonage de la souche sont analysées.
En milieu MEM contenant 8 p. 100 de sérum foetal bovin dialysé l’efficacité d’étalement est
médiocre (i p. 100). En présence de sérine et d’asparagine une croissance clonale correcte est
obtenue (25 p. 100 d’efficacité d’étalement). La souche BHK 2i/3i S i3 adaptée à la culture en
suspension prolifère en présence de ces métabolites à des concentrations cellulaires très basses
(io4 cellules/ml) avec un temps de doublement de 14 heures. La composition du milieu évolue
au cours de la croissance, des quantités importantes d’alanine, de glycine et de proline sont rejetées
dans le milieu à faible densité de population. Les cultures confluentes épuisent le milieu en amides.
Les conditions optimales de clonage correspondent à un pH de !,2 et une température de 37°C.

Le seuil de résistance de la souche à diverses drogues affectant le métabolisme des acides
nucléiques est déterminé (bromodéoxyuridine, azaguanine, aminoptérine).

Le caryotype de la souche (M = 43) observé après hydrolyse trypsique ménagée est comparé
au caryotype de hamster syrien (n = ¢¢). Toutes les paires de chromosomes sont distinguées
par cette méthode.

INTRODUCTION

La mise au point de technique de culture in vitro puis des conditions de clonage
de certaines souches de cellules somatiques de mammifères (PueiK et al., 1956)
permettent d’étudier des mécanismes héréditaires jusque-là inaccessibles par l’étude



directe de ces animaux. Par exemple, les mutations affectant le métabolisme inter-
médiaire, le plus souvent létales ou cachées chez l’animal, peuvent être étudiées
in vitro.

Des lignées résistantes à la 8-azaguanine et à la 5-bromodéoxyuridine et affec-
tées dans le métabolisme des bases puriques ou pyrimidiques ont été isolées à partir
de la souche BHK 21/13 (Mac PHERSON et STOCKER, i962). Cette souche est donc
un outil génétique intéressant. Cependant pour être utilisable en génétique, une lignée
cellulaire doit posséder un certain nombre de propriétés :
- Elle doit être facilement clonable afin d’obtenir des lignées provenant d’une

cellule isolée.
- Elle doit posséder une hérédité stable, évoluant peu au cours des divisions

successives.
- Il est souhaitable enfin que ses conditions de culture rendent son emploi

aisé (prolifération rapide dans un milieu de composition simple). La souche
BHK 21/13, isolée à partir du rein de hamster syrien, possède des caractéristiques
correspondant assez bien aux deux derniers points de cette description :

Elle se cultive à la fois en tapis et en suspension. Son caryotype est stable et
proche de celui de l’animal. Enfin son temps de doublement très court (12 heures)
rend son emploi très aisé en génétique, réduisant les temps de clonage de façon appré-
ciable.

Cependant un problème subsiste au niveau des conditions de clonage. Les cellules
sont usuellement cultivées en milieu de base Eagle modifié et complété selon
Mac PHERSON et STOCKER (i962). Dans ce milieu l’efficacité d’étalement de la souche
ne dépasse pas i p. 100. En outre l’emploi de tryptose et de sérum non dialysé comme
complément au milieu synthétique rend difficile l’étude de l’action de certaines

drogues sur le métabolisme. Ces drogues entrent en compétition avec des quantités
parfois importantes de métabolites dont elles sont les analogues ou les inhibiteurs
de synthèse. Dans ces conditions leur effet nocif peut être complètement masqué.

La mise au point de conditions de culture permettant un clonage facile de la
souche a été effectuée et ceci dans un milieu dont tous les constituants de bas poids
moléculaires sont connus. Ce milieu permet de cultiver les cellules soit en tapis soit
en suspension à partir d’une faible densité de population initiale.

A l’aide de ce milieu de culture, le rôle de certains acides aminés dans la crois-
sance à faible densité cellulaire a été mis en évidence. Le seuil de résistance à diverses

drogues a été étudié.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

i. - Souches cellulaires

La souche BHK 21/13 (STOKER et MAC PHERSON, i964) provient de l’ATCC (CCLlo)’ La
souche BHK zr/r3 adaptée à la culture en suspension à forte concentration cellulaire (Cnrsrtcx
Étal., 1962) et appelée S i3 provient du Laboratoire de Virologie de Grignon (1).

La présence de PPLO dans les cultures n’a pu être décelée par la méthode de TODARO et al.
(! 9y). Les souches sont conservées congelées à - 70°C dans le MEM contenant en outre i5 p. roo
de glycérol et 20 p. 100 de sérum foetal bovin.

(1) Adresse : Laboratoire de Virologie et d’Immunologie, 78 Thiverval-Grignon.



2. - Produits chimiques

Les acides aminés, les sucres, le pyruvate de sodium et le Tris employés dans cette étude
sont des produits Merck proanalysis. L’hypoxanthine, la thymidine et la 5-bromodéoxyuridine sont
des produits Calbiochem A grade. La thioguanine (2 amino-6 mercaptopurine) et l’iododéoxyu-
ridine sont des produits Mann. Le 2-déoxyglucose, le 2-déoxygalactose, la 5-fluorodéoxyuridine
et l’arabinofuranosyl cytosine sont fournis par Sigma. L’aminoptérine provient de Schuchardt.
La colchicine est fournie par le laboratoire Houde. Enfin les milieux de culture, le sérum f&oelig;tal
bovin et le sérum de veau sont préparés par le laboratoire Eurobio.

3. - Milieux de culture

Les deux souches ont été initialement cultivées en tapis, en MEM tamponné Hanks
(EAGLE, 1959) et complété avec des acides aminés non essentiels (io-4 M chacun), 4 p. 100 de sérum
foetal bovin et 6 p. 100 de sérum de veau normal. Dans ce milieu les acides aminés non essentiels
ont été remplacés par la sérine, l’asparagine et le pyruvate de sodium (5-10-4 M chacun). Le pH
est maintenu entre et 7,4 grâce à un tampon Hanks -Tris HCI io-2 M. Dans ces dernières condi-
tions de culture et à une température de 36,5°C, le temps de doublement de la souche est de
12 heures en phase exponentielle. Lorsque le milieu ne doit pas contenir les constituants dialy-
sables du sérum, ce dernier est dialysé 24 heures contre l’eau courante puis contre 10 fois son
volume de solution saline de Hanks pendant 6 heures à 4°C avec un renouvellement afin de redis-
soudre le précipité protéique formé par baisse de la force ionique. Dans ce milieu la croissance
cellulaire est plus lente (T = r5 h) mais les conditions de test sont néanmoins aussi reproductibles.

La culture en suspension des deux souches peut être effectuée dans le milieu MEM (EAGLE,
1959), avec les modifications suivantes : addition de sérine, asparagine, pyruvate de sodium
(5’ 10-4M chacun) suppression du calcium, concentration dix fois plus élevée des phosphates et
Tris HCI io-2 M, pH 7,2 empêchant les remontées de pH au cours de l’agitation. Le milieu contient
6 p. 100 de sérum foetal bovin dialysé ou non (le sérum de veau rend les milieux turbides). Les
cultures sont effectuées en bouteilles cylindriques de 250 ml contenant 100 ml de milieu et agitées
orbitalement à ioo tr/mn. Les comptages sont effectués au Coulter Counter (précision des

comptages ± 2 p. 100). Une croissance exponentielle de 3 jours sans arrêt de croissance après
dilution peut être obtenue à partir de concentrations cellulaires initiales de I à 2’ 104 cellules/ml.
L’entretien de la souche S 13 est effectuée par dilution au 1/50 deux fois par semaine dans le
milieu à base de sérum non dialysé. Tous les milieux de culture sont stockés congelés à - 200C
après addition de pénicilline (100 UI/ml) et de streptomycine (100 fLg/ml) et filtration sur filtre
millipore GSPW r42 50.

4. - Étude du seuil d’action des drogues

A l’aide d’une repipette 500 cellules sont déposées en milieu standard pour culture en tapis
dans chaque bouteille de culture (flacons de 60 cm3 en verre ayant 25 cms de surface d’étalement).
Les cellules sont incubées 6 heures, lavées deux fois avec la solution saline de Hanks, puis le
milieu contenant la drogue est introduit. 8 jours après l’étalement des cellules, les colonies formées
sont comptées après fixation au TCA 5 p. 100 et coloration au bleu de Unna. Les résultats sont

exprimés soit en taux de survie : rapport du nombre de colonies obtenues avec drogue au nombre
de colonies obtenues en milieu sans drogue ; soit en efficacité d’étalement : rapport du nombre
de colonies obtenues après croissance au nombre de cellules initialement introduites. Seules les
colonies visibles à l’neil nu sont comptées. Les colonies visibles au microscope et non visibles à
l’oeil nu sont des clones non viables ne proliférant plus dont il n’est pas tenu compte dans les
comptages. Chaque concentration en drogue est testée sur 2 bouteilles identiques et chaque mani-
pulation effectuée deux fois. (Précision des comptages ::1:: 5 p. 100). La dose létale 10 p. 100 est
déterminée avec une incertitude relative maximale 30 p. 100 sur la concentration en drogue.

5. - Dosages des acides aminés des milieux de culture

Les milieux sont déprotéinisés après addition de TCA 10 p. 100 et centrifugation du
précipité (4 o0o pendant 50 mn). Le surnageant est extrait à l’éther jusqu’au retour à pH 6
afin d’éliminer le TCA et recentrifugé après extraction.

Des aliquotes de 500 !,1 sont analysés avec une chaîne autoanalyseur Beckman de dosage
des acides aminés. Les concentrations en acides aminés dans les échantillons sont calculées par
mesure de surface des pics des enregistrements. Deux chromatographies sont effectuées à partir
de chaque échantillon. Elles permettent de doser la plupart des acides aminés non basiques et
de séparer sérine et amides.



6. - Caryotype

Le caryotype de la souche BHK zz/z3 indique que cette souche possède un total de 43 à
44 chromosomes assez difficiles à distinguer et à apparier par les techniques de coloration homo-
gène. Une méthode inspirée de WANG et FEDOROFF, (1972) utilisant une hydrolyse ménagée
à la trypsine avant coloration au Giemsa a été mise au point.

Après un blocage de 4 heures par la colcémide 2 fLg/mlles cellules sont soumises à un choc
hypotonique de 40 mn dans le milieu suivant : sérum de veau 20 ml, eau distillée 80 ml, 250 unités
de hyaluronidase (Choay) puis fixées 10 mn dans un mélange acide acétique alcool (I V : 3 V)
à 4°C.

Les lames sont hydrolysées par la trypsine (0,2 g/1) pendant 5 mn à 2ooC dans le tampon
suivant : chlorure de sodium 9 g, phosphate monopotassique !,4 g phosphate disodique
20,6 g pH 6,7 q.s.p. i ooo ml. L’hydrolyse est arrêtée par passage dans l’eau distillée puis les cel-
lules sont colorées 7 mn au Giemsa à 4 p. 100 dans le tampon d’hydrolyse.

RÉSULTATS

I. - Recherche d’un milieu permettant le clonage de la souche

Les milieux MEM et 199 (MORGAN et al., 1950) ne permettent pas un clonage
correct de la souche BHK 2i/=3 (efficacité d’étalement inférieure à I p. 100). Seul
le milieu MEM complémenté avec les acides aminés non essentiels (10-2 M chacun)
permet cette croissance clonale en présence de sérum foetal bovin.

I,’addition de diverses substances dans le milieu de culture n’a pas permis
d’augmenter cette efficacité d’étalement (biotine, cyanocobalamine, insuline, glu-
tathion, acide ascorbique, acide lipoïque, taurine, acide para-amino-benzoïque,
ménadione, acétate, hypoxanthine, thymidine, uridine, AMP cyclique, fer, cuivre,
zinc). De même l’addition de milieux de cultures plus complexes (NCTC 100, tryp-
tose) n’a pas modifié cette efficacité d’étalement : seule l’addition d’une plus grande
quantité de sérum foetal a eu un effet positif (tabl. i).



2. - Rôle des acides aminés non essentiels
dans les conditions de clonage

En absence d’acides aminés non essentiels l’efficacité d’étalement de la souche
est inférieure à i p. ioo. Ces acides aminés ont été testés en milieu MEM contenant
8 p. ioo de sérum dialysé afin de déterminer leur effet sur les conditions de clonage
(tabl. 2). La sérine et l’asparagine ont un effet prépondérant (fig. i). Ces acides aminés



ne sont cependant pas essentiels à la croissance puisqu’à forte densité cellulaire les
BHK 2y23 poussent correctement en MEM non complémenté avec les acides aminés
« non essentiels ».

Le pyruvate de sodium semble assurer une meilleure reproductibilité des mani-
pulations de clonage : son rôle stimulant est particulièrement net lorsque les cellules
ont été malmenées au cours du repiquage (passage trop long à 20°C, tapis resté trop
longtemps en milieu acide, cellules trop trypsinées). Dans ce cas la présence du pyru-
vate de sodium restaure une efficacité d’étalement normale.

3. - Rôle des acides aminés non essentiels dans la croissance en suspension des S 13

La souche S 13 est usuellement entretenue à des concentrations cellulaires

supérieures à 200 00o cellules/ml. Dans ces conditions, la phase de croissance

exponentielle est très courte, de durée inférieure à 24 heures. Dans le milieu

MEM 6 SE modifié pour la culture en suspension, la croissance à une concentration
cellulaire inférieure à ioo 00o cellules/ml s’est avérée très irrégulière. L’addition de
sérine et d’asparagine (5 · io-’ M) ou de l’ensemble des acides aminés non essentiels
(10-2 M) dans ce milieu de culture permet d’obtenir de façon reproductible des
croissances exponentielles d’une durée de 72 heures avec une concentration cellu-
laire initiale de io 00o cellules/ml (fig. 2).

La croissance en suspension en milieu à base de sérum dialysé est possible dans
les mêmes conditions (MEM -! 6 SED -! sérine et asparagine 5 - 10 -4 M) cepen-
dant une série de repiquages dans ce même milieu induit une décroissance progres-
sive du rythme de division cellulaire.
La souche BHK 21/13 non adaptée à la culture en suspension prolifère aussi

dans ces conditions mais son plateau de croissance est bas (3 ! 105 cellules/ml) alors
que la souche S 13 prolifère jusqu’à la concentration de ioe cellules/ml).



4. - Épuisement du milieu de culture et arrêt de croissance

La composition du milieu de culture ne se modifie pas de façon similaire à
faible densité de population et en culture confluente (tabl. 3).

Dans les conditions de clonage une quantité importante d’alanine est libérée
par les cellules. A forte concentration, l’alanine inhibe la croissance si elle est le seul
acide aminé non essentiel introduit dans le milieu de culture. Cet amino-acide est

peut-être responsable de la diminution de l’efficacité d’établement en milieu précon-
ditionné dans les conditions de clonage (O!!,r.ERMAN et MILLER, ig6g). Dans les
conditions de confluences un certain nombre de métabolites disparaissent du milieu
de culture ; sérine, asparagine et glutamine. D’autres voient leur concentration
sérieusement diminuée : méthionine, leucine et isoleucine. D’autres enfin apparais-
raissent : glycine et proline. La glutamine et l’asparagine ne disparaissent pas par
simple désamination car les acides glutamiques et aspartiques n’apparaissent pas
dans le milieu de façon notable. L’asparagine étant non essentielle à la croissance
à forte densité de population, l’arrêt de croissance peut être imputé à une carence en
glutamine.

Ce fait est confirmé dans les conditions de culture en suspension : le plateau
d’arrêt de croissance est élevé par addition de glutamine ; il n’est pas élevé par
addition de glucose, de leucine, d’asparagine, de sérine, et de lysine ou par addition
de sérum.



5. - Effet de pH sur la croissance et l’efficacité d’étalement

Le rythme de division cellulaire est maximum à pH 7,1 (fig. 3). La souche sup-
porte mal les passages à pH acide (milieux épuisés) surtout dans les conditions de
culture en suspension. I,’efficacité d’étalement optimale est obtenue à pH 7,6 et
décroît fortement aux pH acides. Les effets de pH sur l’efficacité d’étalement et le
rythme de croissance de la souche dépendent de la nature du sucre introduit dans le
milieu de culture. En présence de galactose les cellules ont une efficacité d’étalement
optimale à pH 7,o et un rythme de croissance maximum à pH 6,9. En présence de
glucose les conditions de croissance optimales sont donc nettement plus alcalines que
dans un milieu à base de galactose.

6. - Ef!’et de la température sur la croissance et l’efficacité d’étalement

I,’efficacité d’étalement de la souche BHK 2r/i3 est constante de 33°C à 380C
et chute brutalement à 390C, lorsque les cellules sont étalées en milieu standard à
base de sérum non dialysé. Dans les mêmes conditions de test la croissance n’est
ralentie qu’au-dessous de 340C ou au-dessus de 38,8oC (fig. 4).

En milieu à base de sérum dialysé l’efficacité d’étalement décroît graduellement
pour les températures inférieures à 36,5!C. Cette décroissance n’est pas due à l’appa-
rition d’un besoin supplémentaire en acides aminés non essentiels ou en bases puriques
et pyrimidiques. Aux températures supérieures à 3g!C les cellules deviennent géantes,
prenant un aspect semblable à des cellules dont la synthèse d’ADN est inhibée.

7. - Seuil de résistance à diverses drogues (tabl. 4)

I,’aminoptérine est toxique à très faible concentration (io-1 M) ; son effet peut
être réversé par le mélange hypoxanthine (JO-4 M), thymidine (io-l) et glycine
(5 ’ Io-4 M). L’étude des seuils de résistance à l’aminoptérine en l’absence d’un seul





de ces trois métabolites met en évidence deux niveaux de sensibilité à l’aminopté-
rine.

La souche résiste mieux à l’action antimitotique de la colchicine et de la colcé-
mide que les autres souches de cellules de mammifères. Ce fait a déjà été constaté
chez le hamster syrien (BALIS, i968). La sensibilité de la souche au 2-déoxygalactose
indique que le galactose peut être utilisé compétitivement au glucose. Les analogues
classiques de la thymidine et de la guanine sont toxiques à faible concentration et
pourront donc être employés dans les sélections de mutants résistants.

8. - Caryotype

Le hamster syrien a un caryotype constitué de 44 chromosomes. La souche
BHK 2i/i3 possède aussi ce même nombre de chromosomes (FISHER et al., 1971).
Après clonage en milieu à base de sérum dialysé nous avons obtenu une souche ayant
un nombre modal de 43 chromosomes (tabl. 5).





La technique de coloration après protéolyse ménagée permet de distinguer toutes
les paires de chromosomes les unes des autres. La souche possède un caryotype mâle.
En plus des chromosomes X et Y, un chromosomes est présent à un seul exem-
plaire (no 2). Une paire est absente (paire n° 8). Enfin la souche est trisomique
pour le chromosome 2z. Sur les 43 chromosomes du caryotype, 42 sont donc retrouvés

régulièrement dans les métaphases, le chromosome supplémentaire pouvant varier
(trisomie sur le chromosome 10 ou chromosome acrocentrique de petite taille).

L’aspect des chromosomes correspond assez bien aux observations faites par
MARSHAI,I, (1972) : les bandes sombres observées ici correspondent aux zones fluo-
rescentes apparaissant après le traitement à la quinacrine (fig. 6). La comparaison
des caryotypes a permis d’identifier le chromosome Y.

DISCUSSION

La mise au point de techniques de sélection de mutants du métabolisme
intermédiaire chez BHK 21/13 nécessite une connaissance préalable des caracté-
ristiques principales de cette souche (efficacité d’étalement, besoins nutritionnels,
sensibilité à diverses drogues, caryotype).

L’efficacité d’étalement de la souche ne dépasse pas 40 p. ioo dans les meilleures
conditions obtenues. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ce résultat :
- I,e milieu de culture contient un métabolite en quantité excessive (O!r,-

I,!RMAN et MILLER, 1960).
- un ou plusieurs métabolites supplémentaires sont nécessaires à une crois-

sance optimale de la souche (HAM, ig65).
- Les conditions de repiquage (trypsination et dissociation) sont trop sévères

(PUCK, 1956).
- Enfin la quantité de sérum introduite dans le milieu est insuffisante bien que

déjà élevée (10 p. 100). 5 p. 100 de sérum dans le milieu de culture permettent une
initiation correcte de la synthèse d’ADN (Cr,AR! et al., 1970). Le sérum semble
perdre un facteur de croissance par dialyse sans diminution importante de l’efficacité
d’étalement. Le sérum intervient donc a plusieurs niveaux dans la croissance clonale :
il apporte les globulines nécessaires à l’attachement et l’initiation du cycle cellulaire
(FISHER et al., 1959) ; (HEAi/y et PARKER, 1968) ; il apporte simultanément un ou
plusieurs facteurs de croissance dialysables (METZER et MOSKOWIRZ, 1960 ; HOLLEY
et KiERmAN, 1968).

La sérine, l’asparagine et le pyruvate de sodium sont nécessaires à la croissance
clonale de certaines souches ();AGr,! et PWz, zg62 ; O!r.r,!RMAirr et MILLER, ig6g).
En particulier la souche BHK 21/13 ne prolifère dans les conditions de clonage
qu’en présence d’une concentration en sérine supérieure à io-1 M et une concentra-

tion en asparagine supérieure à 5’ 10-5 M. Aux fortes concentrations cellulaires
la croissance devient possible en absence de ces métabolites car ils sont rejetés par
les cellules dans le milieu et s’y accumulent à des concentrations permettant la crois-
sance. La présence de sérine et d’asparagine permet de même la croissance en sus-
pension des S 13 à une très faible densité cellulaire (jusqu’à io3 cellules/ml) ; de



nombreuses souches cellulaires prolifèrent difficilement au-dessous d’une concentration
cellulaire inférieure à io5 cellules/ml ; on peut supposer qu’un milieu permettant le
clonage de ces souches permettra leur culture en suspension à faible densité de
population.

Plusieurs facteurs interviennent dans l’arrêt de croissance à forte concentration
cellulaire : acidité du milieu (CECCARINI et EAGLE, 1971), épuisement en glutamine
et en glucose (BI,ACKÈR EE al., 1971), enfin accumulation de métabolites devenant
ainsi toxiques (proline et alanine). Les cellules s’accumulent en phase G1 par inhi-

bition de contact lorsqu’elles arrivent à confluence (OREN et KOHN 1969) ; cette
accumulation est certainement favorisée par la disparition de la glutamine et d’une
grande partie de l’isoleucine du milieu de culture (LEY et TOBEY, ig7o).

La souche est sensible à des concentrations très faibles d’aminoptérine (10’&dquo; M)
en milieu à base de sérum dialysé. L’existence de deux seuils distincts de résistance
partielle à l’aminoptérine pour la carence en thymidine ou en hypoxanthine est à
rapprocher des résultats de ORKIN et I,mT!,!!W!,n (1971). Les BHK 21/13 peuvent
proliférer en présence d’aminoptérine si le milieu de culture contient en outre le
mélange glycine, hypoxanthine, thymidine (I,rr!rr,!!I!LD, 1963). La souche possède
donc une thymidine kinase et une hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl-transfé-
rase. Ces caractéristiques sont révélées par ailleurs par la sensibilité de la souche à
l’action de la 5-bromodéoxyuridine et l’iododéoxyuridine d’une part et de la 8-aza-
guanine et de la thioguanine d’autre part.

Le caryotype de la souche clonée montre un certain nombre de modifications

par rapport au caryotype initial des BHK 2r/r3 (CAPSTICK et al., ig62). La diminu-
tion progressive du nombre des chromosomes (de 44 à 43) au cours de la culture de
la souche semble se confirmer (MARS!!,!&dquo; 1971). La modification du caryotype a
certainement pour origine les nouvelles conditions de culture employées pour l’en-
tretien de la souche. De telles modifications, liées aux conditions de culture, ont été
observées sur certaines souches de porc (ECHARD, 1972).

L’existence d’un caryotype stable, relativement peu remanié et dont on peut
distinguer chaque paire de chromosomes, permet de considérer la souche BHK 2i/i3 3
comme un excellent outil d’étude génétique de l’hérédité des mammifères, la mise
au point des conditions de clonage de cette souche en milieu à base de sérum dialysé
permet d’étudier le mode d’action de diverses drogues et en particulier de
de sélectionner différents types de mutants résistants à ces drogues avec ou sans
mutagenèse préalable. Des travaux d’isolement et de caractérisation de résistants
à la 8-azaguanine, à la 5-bromodéoxyuridine, à l’aminoptérine, à la colchicine et
au 2-déoxygalactose sont en cours. L’existence d’un certain nombre de particula-
rités métaboliques de la souche (résistance partielle à la colchicine et à la colcémide,
besoins en asparagine), la prédisposent à être employée dans les hybridations inter-
spécifiques avec des lignées de porc pour l’étude des groupes de liaison de cet animal.
La croissance clonale de la souche est possible en absence de proline, glycine, alanine,
acides aspartique et glutamique. La sélection d’auxotrophes pour l’un quelconque
de ces aminoacides est donc possible (KAo et PuCK, 1968). Sa mise au point est
effectuée.

Reçu pour publication en avril 1973.
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SUMMARY

CLOWNING CONDITIONS AND SUSPENSION GROWTH

OF THE SYRIAN HAMSTER’S STRAIN BHK 21/13.
STRAIN SENSIBILITY TO DRUGS AFFECTING NUCLEIC ACID METABOLISM

Because of its characteristics, the strain BHK 21/13 is easily used as a genetic tool. Its
growth and cloning conditions are here studied. The plating efficiency of the strain is low (i p. ioo),
when cultivated in Eagle’s Minimum Essential Medium containing 8 p. 100 of dialyzed foetal
calf serum. If serine and asparagine are added, a satisfactory clonal growth is obtained (25 p. 100
of plating efficiency). In the presence of these two amino acids BHK zi/i3 S 13 a line adapted
to suspension growth, develops with a fourteen hours doubling time at low cell population density
(104 cells/ml). Medium composition evolves during the growth of BHK 21/13 cells : great quanti-
ties of alanine, glycine and proline are transferred in the medium at low cell population density.
Confluent layers consume medium amides. Optimal cloning conditions are obtained at pH 7,2
and 37°C. _

The strain sensibility to drugs affecting nucleic acids metabolism is studied (bromodeoxyu-
ridine, azaguanine, aminopterin).

The karyotype of the strain (1i = 43) is observed after trypsin treatment and Giemsa stain-
ing and compared to the syrian hamster karyotype (n = 44). Each pair of chromosomes is
distinguished by this method.
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