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Résumé

L’expression de quatorze enzymes (analyse électrophorétique) et la présence du géne
de l'utéroglobine (hybridation moléculaire de 'ADN) ont été recherchées dans vingt-sept
clones cellulaires hybrides lapin-hamster. Les résultats permettent de définir, chez le lapin,
une nouvelle synténie, entre UGL 1 et LDHA-ACP 2.
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Summary

Rabbit gene mapping : uteroglobin, lactate dehydrogenase A,
acid phosphatase synteny

The expression of fourteen enzymes (electrophoresis analysis) and the presence of
uteroglobin gene (DNA molecular hybridization) were investigated in twenty seven rabbit-
hamster somatic cell hybrids. UGL 1 was found to be syntenic with LDHA and ACP 2

in rabbits.
Key words : Rabbit, gene mapping, uteroglobin, LDHA, ACP 2.

I. Introduction

La carte génique du lapin (revue générale : O’BRIEN, 1982) a tout d’abord
progressé par des ¢tudes de familles qui ont permis de définir neuf groupes de liaisons
autosomaux. La perte aléatoire des chromosomes du lapin dans les hybrides cellulaires
lapin-hamster permet d’analyser un plus grand nombre de caractéres et, ainsi, de faire
avancer la connaissance de la carte génique (ECHARD & GILLOIS, 1979 ; CIANFRIGLIA
et al., 1979). Cinq autres groupes synténiques ont ainsi été décrits, dont I'un, de quatre
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génes, sur le chromosome X. Ces résultats ont été obtenus par l'analyse électropho-
rétique des protéines codées par ces génes.

L’hybridation moléculaire de 'ADN des hybrides cellulaires avec des sondes
d’ADN cloné permet de révéler la présence des génes correspondants, que ceux-ci soient
exprimés ou non (OWERBACH et al., 1980). Nous avons utilisé cette méthode pour
mettre en évidence, dans les hybrides cellulaires, le géne de l'utéroglobine, protéine
secrétée par 'endométre de la lapine et dont la synthése est induite par la progestérone
(SAVOURET et al., 1980).

Nos résultats démontrent que le gene de l'utéroglobine (UGLI1) est synténique avec
les génes de la lactate déshydrogénase (LDHA) et de la phosphatase acide (ACP2).

II. Matériels et méthodes

Parmi les hybrides cellulaires lapin-hamster déja décrits (ECHARD ef al.,, 1981),
nous avons sélectionné vingt-sept clones indépendants dérivant de trois lapins différents.
Les extraits cellulaires (électrophorése) et les préparations d'ADN (hybridation molécu-
laire) sont issus des cellules d'une méme culture, donc au méme stade de leur évolution.
Nous avons analysé les enzymes suivantes : ACY (acylase), ENO (énolase), GPI (glucose
phosphate isomérase), GSR (glutathion réductase) LDHA et B (lactate déshydrogénase
A et B), MDHI et 2 (malate déshydrogénase 1 et 2), NP (nucléoside phosphorylase),
ACP2 (phosphatase acide 2), PGD (phosphoglucodéshydrogénase), PGM1 (phospho-
glucomutase), PEPB (peptidase B), TPI (triose phosphate isomérase). Les techniques
d’électrophorese et de coloration spécifique des enzymes sont déja décrites (ECHARD
et al., 1982).

L’ADN des cellules parentales et des cellules hybrides est purifié (GROSS-BELLARD
et al., 1973) et digéré par l'enzyme de restriction EcoR;. L’ADN du phage A digéré
par I'enzyme de restriction Hind III est utilisé comme marqueur de taille. Apres
migration sur un gel d’agarose, TADN est transféré in situ sur unz feuille de nitro-
cellulose (SOUTHERN, 1979). La sonde UGL1 dérive de la génothéque d’ADN de lapin
réalisée par MaNIATIS ef al. (1978). Cette sonde est constituée par un fragment de
18,4 kb (kilo base) ’ADN génomique inséré dans le phage Lambda Charon 4 A.
Le gene utéroglobine présent dans cette insertion a été caractérisé et étudié par ATGER
et al. (1981). La sonde a été marquée au phosphore “2P par « nick-translation »
(RIGBY et al., 1977) a I'aide de deux nucléotides marqués (dCTP et TTP a 800 ci/mmole,
NEN). Lactivité spécifique obtenue dépasse 10% cpm/ug. L’hybridation moléculaire
s’effectue dans 50 p. 100 de formamide a 42 °C pendant 16 h. suivie d'une décontami-
nation a 68 °C (SOUTHERN, 1979). Les autoradiogrammes sont obtenus par une expo-
sition des films pendant 4 jours a — 80 °C.

III. Résultats et discussion

Aprés digestion par EcoR;, 'ADN des cellules de hamster wgsh-cl, n'hybride
pas, dans nos conditions expérimentales, avec la sonde UGLI1 (fig. 1). Par contre,
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Autoradiogramme obtenu aprés nybridation moléculaire de la sonde UGL 1
avec 'ADN parental ou 'ADN d’hybrides cellulaires lapin-hamster.

Autoradiogram obtained after molecular hybridization of the UGL 1 probe with DNA
from either rabbit or hamster or rabbit X hamster cellular hybrids.

1) ADN de lapin.
Rabbit DNA.

2), 3), 5), 9) Hybrides cellulaires positifs.
Positive cellular hybrids.

4), 6), 7), 8) Hybrides cellulaires négatifs.
Negative cellular hybrids.

10) ADN de hamster wgsh-cl..
Hamster DNA.

L’ADN du phage A digéré par ’enzyme de restriction Hind III a été utilisé comme marqueur

de taille (kb).
Hind IlI restriction enzyme digest of phage . DNA is used as size marker (kb).
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FADN des cellules de lapin présente deux bandes majeures (7,5 et 5,5 kb) et une
bande plus faible d’environ 1 kb. Selon les clones étudiés, 'ADN des cellules hybrides
présente ou non l'image de 'ADN de lapin. Dans le premier cas, les clones ont conservé
le chromosome qui porte le géne de I'utéroglobine de lapin et sont positifs. Dans le
deuxieme cas, les clones ont perdu le chromosome et sont négatifs. Nous avons
constaté que douze clones sont UGL1-LDHA-ACP2 positifs et que douze clones sont
UGL1-LDHA-ACP2 négatifs. Trois clones seulement sont discordants. Deux d’entre
eux sont UGL1 négatifs et LDHA-ACP2 positifs et le troisiéme est UGL1-ACP2
négatif, LDHA positif (tabl. 1). En dehors de ces trois clones discordants, vraisembla-
blement dus a des cassures chromosomiques, il y a maintien ou perte simultanée de
ces trois caractéres. Ces résultats mettent en évidence une synténie UGLI1-LDHA-
ACP2. Aucune autre corrélation n'a été observée avec les autres enzymes analysées
(ECHARD et al., 1982).

TABLEAU 1
Corrélation entre les marqueurs UGLI - LDHA - ACP2.
Correlation between UGLI - LDHA - ACP2.

Marqueur 1 UGL1
+ — + —
Mar- + a c LDHA |t 12 3
queur 2| __ b d — 0 12
T 27
UGLI1 LDHA
+ — + —
+ 12 2 AcP2 |t 14 0
ACP2 | 0 13 — 1 12
27 27

T - Nombre total de clones cellulaires hybrides.
Number of cellular hybrid clones.

a - Nombre de clones cellulaires hybrides positifs pour les deux marqueurs.
Number of positive cellular hybrid clones for the two markers.

b - Nombre de clones cellulaires hybrides positifs pour le marqueur 1, et négatifs pour le
marqueur 2.
Number of positive cellular hybrid clones for marker 1, and negative for marker 2.

c - Nombre de clones cellulaires hybrides positifs pour le marqueur 2, et négatifs pour le
marqueur 1.
Number of positive cellular hybrid clones for marker 2, and negative for marker 1.

d - Nombre de clones cellulaires hybrides négatifs pour les deux marqueurs.
Number of negative cellular hybrid clones for the two markers.
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LDHA et ACP2 sont synténiques chez I'homme (chromosome HSA11), chez le
chimpanzé (PTR9), le singe rhésus (MMLI11), mais non synténiques chez la souris
(LDHA sur le chromosome MMU7 et ACP2 sur le chromosome MMU?2). Il n’est fait
aucune mention de la localisation du géne utéroglobine dans la revue générale de
O’BRiEN (1982) portant sur I'ensemble des espéces. Nos résultats sur le lapin repré-
sentent la premiére synténie décrite concernant le geéne de I'utéroglobine.

SouLIE et al. (1982) ont assigné le géne LDHA au chromosome 1 du lapin
(OCU1). Certains de nos hybrides cellulaires ont peu de chromosomes (ECHARD et
al., 1981) et Pétude du caryotype de ces hybrides, ainsi que celle des sous-clones
en cours de préparation, devraient nous permettre de confirmer ou non cette assi-
gnation.

Les techniques utilisées dans cet article permettent donc I'étude de génes non
exprimés de fagon constitutive dans les cellules et augmentent le nombre de marqueurs
utilisables pour I’établissement de la carte génique. Elles permettent également d’aborder
I’étude de génes intervenant dans des fonctions physiologiques complexes sous controle
hormonal.
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