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Typage génique des spermatozoides:
application a I'étude du génome

L.e concept de typage génique des
spermatozoides a été proposé en
1988 par I’équipe de N. Arnheim [1].
Il repose sur I’analyse directe du
contenu génétique des spermato-
zoides, cellules haploides (n chromo-
somes) issues de la méiose. Cette
technique permet d’étudier un cer-
tain nombre de mécanismes géné-
tiques jusqu’ici inabordables par les
stratégies classiques fondées sur les
études familiales.

Le typage génique de spermato-
zoides repose sur I’'amplification uni-
cellulaire in vitro par PCR [2] de
polymorphismes de séquence de
I’ADN. Les polymorphismes étudiés
initialement étaient des marqueurs
bi-alléliques peu informatifs de type
RFLP (restriction fragment length poly-
morphisms). 1. amélioration des tech-
niques d’amplification et de détec-
tion des produits issus de la PCR a
rendu possibles I’analyse de minisa-
tellites et de microsatellites et la sup-
pression de I'utilisation de radioacti-
vité [3].

Divers domaines d’étude ont bénéfi-
cié du développement de la tech-
nique de typage génique des sperma-
tozoides.

Cette technique permet tout d’abord
de mesurer des fréquences de recom-
binaison entre des marqueurs poly-
morphes proches, en vue d’améliorer
la cartographie du génome. Ces
études sont traditionnellement fon-
dées sur des analyses de ségrégation
dans des familles informatives. Par

tion, il y a peu de chances de trouver
des individus présentant une recom-
binaison entre deux marqueurs sépa-
rés par une trés petite distance géné-
tique. La résolution ne peut donc
généralement pas se faire en deca de
1 a 2 cM. En revanche, la quantité de
spermatozoides présents dans le
sperme étant de plusieurs millions, il
n’y a pas de limitation quant au
nombre de produits méiotiques ana-
lysables. Chaque spermatozoide
contient une information génétique
unique due aux nombreuses recom-
binaisons ayant lieu lors de la pro-
phase de la premiére division méioti-
que. L’amplification de 100 sperma-
tozoides revient a étudier la contribu-
tion paternelle a une descendance de
100 individus, ce qui représente
I’équivalent d’une fratrie trés impor-
tante (figurel). La comparaison de
I'haplotype d’un gameéte aux haplo-
types paternels (établis a partir de

I’ADN somatique), permet de déter-
miner s’il y a eu une recombinaison
entre les locus étudiés. La fraction de
recombinaison correspond au
nombre de spermatozoides recombi-
nants divisé par le nombre total de
spermatozoides analysés.

Les études de recombinaison réali-
sées a partir de I’ADN des spermato-
zoides permettent ainsi d’augmenter
la résolution de la carte génétique
établie par analyse de liaison, grace a
une meilleure estimation des fré-
quences de recombinaison et donc
des distances génétiques [4].

D’autre part, a I'inverse des analyses
de généalogies ou les marqueurs
génétiques doivent avoir un PIC
(polymorphism information content)
élevé afin d’avoir accés a un nombre
suffisant de familles informatives,
I’étude des spermatozoides n’est pas
limitée par le PIC, puisqu’un seul
donneur hétérozygote pour les mar-
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I'analyse des pedigrees, il est possible
de mesurer des distances génétiques
de l'ordre de 1cM (IcM = 1% de
recombinaison). Cependant, les don-
nées sont limitées par le nombre
d’individus disponibles dans une
méme famille. Au sein d’une généra-

Figure 1. Représentation schématique du principe du typage génique de
spermatozoides comparé aux études classiques de généalogies. A La fré-
quence de recombinaison entre deux marqueurs polymorphes A et B est
déterminée en suivant la ségrégation de ces marqueurs dans des familles
informatives. B. L’analyse des spermatozoides d’un individu hétérozygote
pour ces deux marqueurs permet d’avoir accés a un grand nombre de pro-
duits méiotiques et d’affiner ainsi la valeur de la fréquence de recombinaison. e
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Tableau |

COMPARAISON DES INFORMATIONS FOURNIES PAR LES ETUDES
MENEES PAR ANALYSE FAMILIALE ET PAR TYPAGE GENIQUE
DE SPERMATOZOIDES

Typage génique
des
spermatozoides

Analyse familiale

Résolution des distances génétiques

Nombre d’individus disponibles
pour |'étude

Structure familiale requise
Mesure des fréquences
de recombinaison

dans les deux sexes

Nature des marqueurs
polymorphes analysés

Nécessité d’étudier des marqueurs
avec un PIC élevé

queurs étudiés peut fournir des infor-
mations sur les phénomeénes de
recombinaison.

En revanche, les distances génétiques
étudiées par typage génique de sper-
matozoides ne peuvent étre évaluées
que chez ’homme et ne donnent pas
acceés aux phénomeénes de recombi-
naison se déroulant lors de I'ovoge-
nese chez la femme. De plus, les mar-
queurs analysés ne sont que des
polymorphismes de ’ADN et non des
traits phénotypiques comme c’est le
cas pour 'analyse familiale (T'ableau I).
L’amplification de 'ADN spermatique
ne peut donc servir qu’a améliorer
une carte génétique issue d’une ana-
lyse de liaison et non a la remplacer.
Le typage génique des spermato-
zoides permet également de préciser
I’ordre de locus trés étroitement liés
sur un chromosome, a condition que
les spermatozoides analysés provien-
nent d’un sujet hétérozygote pour
tous les marqueurs étudiés. L’ordre
sur un chromosome de trois mar-
queurs est déduit en observant les
deux haplotypes paternels (les plus

essmmmms fréquents), les deux haplotypes les
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>1-2cM 0,1 cM

< 200 illimité

au moins 1 seul donneur

deux générations | de sperme

oui non
(uniguement
chez le male)

traits polymorphismes

d’ADN
uniquement

phénotypiques;
polymorphismes
d’ADN

oui non

moins représentés (résultant d’une
double recombinaison lors de la
méiose) et les haplotypes résultant
d’une simple recombinaison (moyen-
nement représentés). Cette stratégie
a été appliquée pour étudier une
région du bras court du chromosome
3, fréquemment remaniée dans de
nombreux cancers [5]. Les quelques
polymorphismes disponibles ayant
une mauvaise informativité, la carto-
graphie de cette région n’avait pu
étre établie que grossierement. Trois
RFLP ont ainsi pu étre ordonnés
grace a l’analyse de 300 spermato-
zoides.

Une autre application du typage
génique de spermatozoides est
I’étude des phénomenes de distor-
sion de ségrégation d’alleles. L’étude
de la transmission de certaines mala-
dies révele une prédominance
d’enfants porteurs d’une mutation
dans le géne responsable de ces
maladies [6, 7]. Afin de vérifier cette
hypothése avec une bonne fiabilité
statistique, il faut pouvoir analyser un
grand nombre d’individus. Des
études de transmission familiale de

I’allele muté AF508 (délétion de 3 pb
dans I’exon 10 du gene de la muco-
viscidose) ont suggéré que les
hommes hétérozygotes AF/N trans-
mettraient préférentiellement I’alléle
muté a leurs enfants et qu’ils
auraient davantage de garcons que
de filles [6, 8]. La co-amplification de
la région dans laquelle siege la délé-
tion et d’une séquence spécifique
aux chromosomes sexuels a été réali-
sée a partir des spermatozoides d’un
homme hétérozygote pour la muta-
tion AF508. Les résultats ont montré
que les alléles mutés étaient autant
associés au chromosome X qu’au
chromosome Y, et que la répartition
alleles mutés/alleéles normaux suivait
une ségrégation Mendélienne [9].
L’étude par typage génique de sper-
matozoides a donc permis de mon-
trer que le biais observé n’était vrai-
semblablement pas di a une
production de spermatozoides por-
teurs de l'allele muté différente de
celle des spermatozoides porteurs de
I’alléle normal, mais a des méca-
nismes post-méiotiques.

Récemment, la technique du typage
génique de spermatozoides a été
appliquée a I’étude de la fréquence
des mutations germinales de génes
comportant des répétitions de trinu-
cléotides (CAG, CTG, CCG, CGG,
GGA). Plusieurs maladies neuro-
dégénératives humaines sont liées a
une expansion instable de ces trinu-
cléotides. Les plus connues parmi ces
maladies sont le syndrome de I’X-fra-
gile (CCG ou CGG), la dystrophie
myotonique de Steinert (CTG), le
syndrome de Kennedy (CAG), la cho-
rée de Huntington (CAG), diverses
formes d’ataxie spinocérébelleuse
(CAG), et, incluse depuis peu dans
cette catégorie, I’ataxie de Friedreich
(GAA)". Les connaissances sur les fré-
quences des expansions ou des
contractions de ces triplets sont limi-
tées a cause du nombre restreint de
descendants dans ces familles. L’ana-
lyse des spermatozoides de patients
normaux et de patients atteints du
syndrome de Kennedy a permis
d’estimer de facon beaucoup plus
précise que par les analyses fami-
liales, les taux de mutation des

* Voir aussi Uarticle de C. Néri, et al., p. 1361 de ce
numéro.
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Figure 2. Déroulement de la tech-
nique de typage génique de sperma-
tozoides chez un sujet hétérozygote
pour trois locus (A, B, C). Aprés
recueil de I'échantillon de sperme,
une fraction du prélevement (100 pl)
est lavée plusieurs fois par centrifu-
gations successives dans du PBS. Le
tri des spermatozoides peut ensuite
se faire de différentes manieres. A.
La micromanipulation manuelle sous
un microscope inversé est une tech-
nique relativement longue et délicate
compte tenu du nombre élevé de
spermatozoides a isoler. Des micro-
pipettes de petit diametre (environ
15 um de diametre interne) sont éti-
rées spécialement pour cette étape.
La difficulté vient du fait que les
spermatozoides ont tendance a res-
ter accrochés aux parois de la micro-
pipette une fois qu’ils ont été aspirés
et que le rejet dans le tube contenant
la solution de lyse n’est pas visuali-
sable a cause de I'épaisseur du tube.
B. Le coulage des spermatozoides
dans de l'agarose a également été
tenté mais le rendement d’isolement
n’a guére été satisfaisant [19]. Cette
technique consiste a mélanger un
échantillon de la solution de sperma-
tozoides 4 de l’'agarose (0,5 %) a
faible point de fusion. Une fois que
I’'agarose s’est solidifié, des petits
morceaux contenant une cellule sont
découpés sous microscope inversé
et transférés dans les tubes de lyse.
C. L’utilisation d’'un FACS (fluores-
cence-activated cell sorting) permet
de faire un tri plus rapide et plus sar
[20]. L’échantillon a trier est soumis

aux ultrasons pour retirer les flagelles des spermatozoides, afin qu’ils n‘obstruent pas I’orifice du trieur de cellules.
Le FACS est fondé sur le tri des cellules en fonction de leur taille et de la quantité de fluorescence émise par le sper-
matozoide aprés coloration au préalable de son ADN. Les colorants utilisés sont I'iodure de propidium (Pl), le bro-
mure d’éthidium (BET) et le colorant Hoechst 33342. Une fois individualisés, les spermatozoides sont ensuite lysés
dans 5 pl d’une solution alcaline (200 mM KOH, 50mM DTT) pendant 10 min a 65 °C. La réaction est neutralisée en
ajoutant dans les différents tubes 5ul d’'un mélange de Tris-HCI (900 mM pH 8,3), KCI (300 mM) et HCI (200 mM ). Le
spermatozoide isolé subit une PEP (préamplification par extension d’amorce, primer extension preamplification) puis
des PCR nichées pour chacun des locus analysés. Les produits PCR obtenus sont déposés sur gel de polyacrylamide
(ligne 1) a cété du produit d’amplification de I’ADN somatique (ligne 2).

séquences de triplets au niveau du
geéne du récepteur des androgénes
[10, 11], du locus de la dystrophie
myotonique de Steinert [10] et du
gene impliqué dans la chorée de
Huntington [12].

En pratique, le typage génique de
spermatozoides se déroule en plu-
sieurs étapes (figure 2). La premiére
étape consiste a isoler les spermato-
zoides; c’est I'un des facteurs limi-
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tants, car il est essentiel de n’avoir
qu’'un seul spermatozoide par tube.
Une fois isolés, les spermatozoides
sont lysés, afin de libérer et de décon-
denser leur molécule d’ADN. La
région polymorphe a étudier est
ensuite amplifiée en deux réactions
successives. Lors de la premiére réac-
tion d’amplification, deux amorces
spécifiques du marqueur étudié sont
utilisées, puis une PCR nichée est

réalisée a I'aide de deux amorces
internes. Ces deux PCR sont néces-
saires afin d’augmenter le rende-
ment et la spécificité de la réaction.
Les produits issus de I'amplification
sont analysés apres électrophoreése en
gel d’agarose ou de polyacrylamide,
coloration au bromure d’éthidium et
irradiation par les UV. Dans le cas de
I’étude de microsatellites, les pro-

duits d’amplification peuvent étre m——
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analysés sur un séquenceur automa-
tique grace a I'incorporation, lors de
I’amplification, d’une amorce ou de
dUTP marqués par un fluorochrome.
Cette analyse permet non seulement
de suivre la ségrégation des alleles
présents dans les spermatozoides par
rapport aux alleles de PADN soma-
tique, mais également de connaitre
précisément la taille de chaque allele
grace a la migration d’'un marqueur
de taille dans le méme puits que
I’échantillon étudié.

Idéalement, on ne devrait observer
que des haplotypes parentaux ou
recombinants si 'on considere que le
rendement de I'amplification est de
100 % et que chaque tube ne contient
qu’un seul gamete. Toutefois, des
haplotypes inattendus sont parfois
observés résultant d’erreurs expéri-
mentales. Des modéles mathéma-
tiques ont donc été élaborés pour trai-
ter les données obtenues [5, 13]. Les
programmes informatiques créés a
partir de ces modeéles prennent en
compte différents paramétres
d’erreurs tels que la probabilité
d’avoir isolé 0, 1 ou 2 spermatozoides
dans les tubes, la probabilité d’ampli-
fier et de détecter chacune des régions
polymorphes, la probabilité qu’il y ait
des contaminations, ainsi que la frac-
tion de recombinaison entre les diffé-
rents locus étudiés. On estime enfin
que tous les tubes sont statistiquement
indépendants les uns des autres.

En 1992, une technique de pré-
amplification de la totalité du
génome a été décrite [14]. Elle per-
met d’amplifier plusieurs locus sans
avoir recours a des PCR multiplex
souvent sujettes a une amplification
préférentielle de 'un des locus étu-
diés. Cette technique, appelée PEP
(primer-extension preamplification) per-
met de contourner certaines limita-
tions inhérentes a I’étude d’une
seule molécule d’ADN. Plusieurs
cycles d’extension sont réalisés par
une Taq polymérase en présence
d’un mélange d’oligonucléotides de
15 pb (A, C, G, T pouvant occuper
n’importe quelle position dans les
oligonucléotides). Le résultat de la
PEP est une amplification d’au moins
78 % du génome en une trentaine de
copies [14]. On peut ensuite étudier
un marqueur particulier en prélevant

s Un ¢chantillon du produit d’amplifi-
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cation qui est alors utilisé comme
matrice et subit des cycles de PCR a
I’aide d’amorces spécifiques du locus
d’intéreét.

Les principaux avantages de la PEP
sont de pouvoir vérifier un haplotype
en prenant un autre échantillon du
produit PEP et en relancant une PCR
spécifique du polymorphisme analysé,
ainsi que d’étudier des marqueurs
supplémentaires; cela représente un
atout considérable par rapport a
I’amplification directe unicellulaire
d’une séquence donnée ou, une fois
la PCR réalisée, il n’est plus possible
d’amplifier une autre séquence du
génome. Cette technique a été utilisée
pour mieux estimer la taille d’une
région située prés du gene de la cho-
rée de Huntington en 4pl6.3, ou la
fréquence de recombinaison est supé-
rieure a ce qui est généralement
observé pour le reste du génome [15].
Deux marqueurs (D4510 et D4S125)
séparés par 550 kb ont été étudiés par
ségrégation familiale; les résultats ont
montré qu’il y avait entre eux un taux
élevé de recombinaison. L’étude de
plus de 700 spermatozoides a permis
de trouver des recombinants pour
deux autres marqueurs relativement
éloignés 'un de l'autre, et ces recom-
binants ont été testés a nouveau a par-
tir d’autres échantillons de la PEP
avec des marqueurs internes. La taille
de la région ou siege le point chaud
de recombinaison a ainsi pu étre cir-
conscrite a un intervalle de 280 kb
grace a I'étude de deux marqueurs
polymorphes (D4S10 et D45126). Si
d’autres marqueurs polymorphes sont
découverts dans cette région, ils pour-
ront étre étudiés a partir d’autres
échantillons de la PEP afin d’affiner
encore davantage la localisation de ce
point chaud de recombinaison.
L’inconvénient majeur rencontré
lors des amplifications unicellulaires
est le probleme des contaminations.
Puisqu’il n’y a initialement dans le
milieu de lyse qu’une seule molécule
d’ADN (environ 3 pg), toute conta-
mination provenant par exemple de
précédentes amplifications, sera au
moins aussi abondante que la cible
réelle. Il est donc nécessaire de dési-
gner dans le laboratoire des postes
de travail spécifiques pour préparer
les mélanges réactionnels et d’autres
pour analyser les produits d’amplifi-

cation, d’utiliser des échantillons
autoclavés de chaque réactif interve-
nant dans la lyse cellulaire et les PCR,
et d’inclure dans les techniques de
nombreux témoins négatifs.

Cette méthodologie est applicable
chez ’homme, mais également chez
toutes les espéces animales ou végé-
tales ou des gameétes peuvent étre
recueillis. Dans les populations ani-
males caractérisées par de longs
temps de génération, le typage
génique de spermatozoides peut
aider a I’élaboration d’une carte
génétique, comme cela a été fait chez
le bovin [16].

L’amplification unicellulaire de
I’ADN des spermatozoides repré-
sente un énorme potentiel pour étu-
dier divers mécanismes génétiques et
améliorer la cartographie du
génome. Cependant, peu de labora-
toires I'ont jusqu’ici exploitée en rai-
son des difficultés d’ordre technique.
Il reste néanmoins certain que la
maitrise de la technique du typage
génique de spermatozoides et la
découverte de nouveaux polymor-
phismes de ’ADN peuvent permettre
de construire des cartes génétiques
de haute résolution.

Par ailleurs, la mise au point de tech-
niques d’amplification d’une quan-
tité infime de matériel génétique a
permis d’ouvrir les portes a d’autres
applications, que ce soit dans le
domaine de la médecine légale, ou
encore du diagnostic préimplanta-
toire fondé sur le génotypage d’un
seul blastomeére d’embryons issus
d’une fécondation in vitro [17, 18].
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Erratum

Dans le numéro de novembre 1996, n° 11,
vol. 12, p. 1269, plusieurs erreurs doivent
étre corrigées dans la nouvelle par Armin
Ruf, Josiane Ménissier-de Murcia, Georg
Schulz, Gilbert de Murcia:

Titre: «Poly (ADP-ribose) polymérase:
la structure cristallographique permettra-t-
elle de développer de nouveaux médica-
ments antitumoraux ? »

Shall, et al.: lire Brighton et non Birmin-
gham based excision repair: lire base exci-
sion repair

Nous prions les auteurs et les lecteurs de
bien vouloir nous excuser.
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